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RÉSUMÉ
La matrice extracellulaire (MEC) joue un râle très important dans la
métastasie. Elle est impliquée, entre autre, dans la migration des cellules
tumorales qui quittent la tumeur primaire et elle permet de stocker et de réguler
l’activité des cytokines qui stimulent la croissance et l’angiogenèse des tumeurs.
L’AMF/PGI et son récepteur, gp78/AMF-R, ainsi que la galectine-3 et le produit
du gène Mgat5, GIcNAc-W, sont fortement exprimés par les cellules tumorales
et régulent l’adhésion, la migration et l’angiogenèse. Nous avons étudié la
relation entre ces protéines et la matrice de fibronectine (EN).
La transformation des cellules est associée à la surexpression et à la
sécrétion de l’AMF/PGI. Nous avons déterminé que la sécrétion de l’AME/PGI
HA constituait 0.1 à 1% de la quantité totale exprimée par les cellules, la
première étude quantitative de la sécrétion de lAME par des cellules
transformées. Ensuite, nous avons démontré que l’expression de l’AME/PGI
HA était entièrement cytosolique et qu’elle se concentrait au niveau des régions
motiles riches en actine des cellules, les lamellipodes, de façon dépendante de
l’activité glycolytique des cellules. L’AMF/PGI stimule la motilité des cellules
tumorales de deux manières: la première grâce à la liaison de l’AMF/PGI à son
récepteur et la seconde par l’apport localisé d’énergie dans les lamellipodes
des cellules.
Ensuite, nous avons examiné la nature et la spécificité de l’association
de l’AME/PGI avec la matrice de FN. Nous avons déterminé que l’AMF/PGI
endocytée pat la voie des vésicules recouvertes de clathrine pouvait être soit
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réendocyté, après son recyclage à la surface des cellules, ou s’associer aux
fibrilles de FN via son récepteur. De plus, à pH acide, l’AME/PGI pouvait
s’associer directement à la EN ou à un HSPG exprimé à la surface des cellules.
Ce travail a permis de mieux comprendre le rôle de la FN dans la régulation de
l’endocytose de l’AMF/PGI/AMF-R et de mettre en évidence qu’à un pH acide,
l’AMF/PGI peut être séquestrée dans la MEC par la FN et à la surface des
cellules en se liant à un HSPG.
Enfin, l’étude des cellules tumorales épithéliales mammaires PyMT
Mgat5, a montré que l’expression de Mgat5 et de la galectine-3 était impliquée
dans le remaniement de la matrice de EN via l’activation de la motilité, de la
FAK et de la P13-K. De plus, nous avons observé que l’effet de la galectine-3
est amplifié par la coincubation de la galectine-3 avec le peptide RGD, qui fait
compétition à la liaison des intégrines a51 avec la FN. Le rôle de la galectine-3
dans le remaniement de la matrice de EN constitue une nouvelle fonction pour
cette lectine dans la motilité des cellules tumorales.
Ce travail ouvre de nouvelles avenues dans la compréhension du rôle de




Phosphoglucose isomérase, Galectine-3, GIcNAc-W, Héparane sulfate,
Glycosylation, Motilité cellulaire, Glycolyse, Endocytose, Intégrine-31, Mgat5.
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SUMMARY
The extracellular matrix (ECM) plays a very important role in cancer
metastasis. It is involved in the migration of tumoral ceils from the primary tumor
and enables storage and regulation of cytokine activity which in turn stimulates
growth and angiogenesis of tumors. AME/PGI, its receptor gp78/AMFR,
galectin-3 and the Mgat5 gene product GIcNAc-W are ail highly expressed by
tumor celis and together regulate their adhesion, migration and angiogenesis.
We studied the relationship between these proteins and the fibronectin (EN)
matrix.
Ceil transformation is associated with the overexpression and secretion
of AMF/PGI. We determined that AME/PGI-HA secretion constitutes 0.1 to 1%
of total celi expression over 24 hours, this being AMF/PGI-HA expression is
cytosolic and concentrates within lamellipodia, actin rich motile regions of the
celis. The lamellipodial expression of AMF/PGI-HA is dependent on the cell’s
glycolytic activity. AMF/PGI therefore stimulates tumoral celi motility through two
pathways: first by binding to its receptor and second by the localised supply of
energy into lamellipodia.
We then examined the nature and specificity of AMF/PGI association
with the EN matrix. We determined that AMF/PGI endocytosed via the clathrin
dependent pathway could be reendocytosed after its recycling to the ceil
surface or associate with EN via its receptor. Moreover, at acid pH, AMF/PGI
could associate directly with EN or HSPG expressed at the ceil surface. This
Vstudy enabled us to better understand the role of FN in regulation of
AMF/PGI/AMF-R endocytosis and to demonstrate that at acid pH, AMF/PGI
could be sequestered in the ECM by FN and at the ceil surface by HSPG
binding.
Lastly, use 0f epithelial mammary carcinoma PyMT Mgat5 cells showed
that Mgat5 and galectin-3 expression is involved in FN matrix remodelling via
the activation of FAK, P13-K and celi motility. We also observed that galectin-3
effects are amplified by coincubation of galectin-3 with the RGD peptide that
competes with integrin Œ51 for binding to EN. The role of galectin-3 in EN
matrix remodelling constitutes a new function for this lectin in tumoral celi
motility.
This study has therefore opened new avenues to a better understanding
of the role 0f AMF/PGI and galectin-3 interactions with the ECM in the evolution
of cancer.
KEY WORDS:
Phosphoglucose isomerase, Galectin-3, GIcNAc-TV; Heparan sulphate,
Glycosylation, CelI motility, Endocytosis, Glycolysis, lntegrin-1, Mgat5.
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La métastasie est une complication fatale du cancer. La compréhension
des mécanismes moléculaires qui y sont associés représente un point important
dans la recherche sur le cancer. Le processus métastatique s’effectue en
plusieurs étapes: 1) la tumeur primaire grossit et son environnement devient
plus hypoxique et plus acide; 2) l’angiogenèse apparaît permettant la
croissance de la tumeur; 3) des cellules tumorales se détachent du site primaire
de la tumeur pour envahir la matrice extracellulaire; 4) Les cellules tumorales
invasives traversent alors la paroi des vaisseaux sanguins par intravasation et
sont disséminées dans la circulation sanguine. Une accumulation de cellules
vont former une embolie au niveau d’un capillaire qui va leur permettre de
traverser à nouveau les vaisseaux par extravasation pour former une nouvelle
tumeur dans un site secondaire (Kohn 1993; Price, Bonovich et al. 1997;
Kleinman, Koblinski et al. 2001; Welsh and Powis 2003).
La MEC de EN joue un rôle clé dans la progression de la métastasie.
Elle est impliquée dans la croissance, l’apoptose et la migration des cellules
tumorales ainsi que dans l’angiogenèse grâce à sa capacité de séquestrer des
facteurs angiogéniques et des facteurs de croissance (Akiyama, Olden et al.
1995; Vlodavsky, Miao et al. 1996; Price, Bonovich et al. 1997). L’organisation
de la MEC est modifiée par le contact des cellules tumorales qui l’organisent en
réseaux fibrillaires complexes (Zamir and Geiger 2001; Yamada, Pankov et al.
2003) et par l’activité des protéases sécrétées et exprimées à la surface des
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cellules tumorales qui la dégradent localement (Sato and Seiki 1996; Liaw and
Crawford 1999). La réorganisation et la dégradation de la matrice de EN joue
donc un rôle critique dans la migration et l’invasion des cellules tumorales.
Au cours de mon doctorat, je me suis intéressée à l’étude de quatre
protéines impliquées dans la métastasie: la phosphoglucose isomérase (PGI)
qui a été identifiée comme étant le facteur autocrine de motilité (AMF)
(Watanabe, Takehana et al. 1996); son récepteur gp78/AMF-R; le gène Mgat5
codant pour l’enzyme golgienne /37-6N-acetylglucosaminyl transferase V
(GIcNAc-TV) responsable de l’ajout des groupements N-acetyllactosamines des
protéines; et la lectine galectine-3 qui se lient aux groupements N
acetyllactosamines ajoutés par le produit du gène Mgat5.
Le but principal de mon travail fut d’étudier la nature de l’association des
ces protéines avec la matrice de EN et si l’expression de ces protéines était
impliquée dans sa réorganisation.
Les propriétés tumorigéniques de l’AMF/PGI sont associées à sa
surexpression et à sa sécrétion par les cellules tumorales (Liotta, Mandler et al.
1986; Niinaka, Paku et al. 1998). L’AMF stimule la motilité des cellules en se
liant à son récepteur l’AMF-R. Le complexe AMF/AMF-R est endocyté par deux
voies distinctes: la première voie s’effectue par les cavéoles vers un
compartiment du réticulum endoplasmique lisse et la seconde par les vésicules
recouvertes de clathrine vers les MVBs qui le recyclent vers les fibrilles de EN à
la sur[ace des cellules (Benlimame, Le et al. 1998; Le, Benlimame et al. 2000;
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Le, Guay et al. 2002). Les tumeurs constituent souvent un environnement
hypoxique et acide (Wike-Hooley, Haveman et al. 1984; Welsh and Powis
2003). Une étude récente a montré que lAME pouvait aussi s’associer
directement avec les fibrilles de FN à pH acide (Amraei, Jia et al. 2003).
Nous nous sommes intéressés à la voie d’endocytose dépendante des
vésicules recouvertes de clathrine afin de mieux comprendre la nature de
l’association de l’AMF avec la matrice de FN. Nous avons fabriqué une protéine
de fusion de l’AMF/PGI à laquelle nous avons ajouté une étiquette HA,
l’AMF/PGI-HA, que nous avons surexprimé dans les cellules épithéliales
tumorales de singe Cos. Nous avons étudié l’expression et la sécrétion de cette
protéine à l’aide des techniques de la microscopie à fluorescence et du SDS
PAGE. Nous avons déterminé que la surexpression de l’AMF/PGI-HA était liée
à sa sécrétion et qu’elle était surtout exprimé au niveau des régions riches en
actine des cellules Cos et que cette localisation dépendait de l’activité
glycolytique de la cellule. Toutefois, l’AMF/PGI-HA sécrétée dans le milieu
extracellulaire n’était ni endocytée ni recyclée par les cellules Cos et elle ne
s’associait pas à la matrice de EN à la surface des cellules. Ce modèle ne nous
permettait donc pas de répondre à notre objectif de départ.
Nous avons donc changé d’outils et de modèle cellulaire et nous avons
étudié la spécificité et la nature de l’association de l’AMF/PGI avec la matrice de
EN, à pH neutre et à pH acide.
Les cellules fibroblastiques FN’ (qui expriment la EN) et les cellules EN
‘ (qui n’expriment pas la EN) nous ont permis de déterminer l’importance de
l’expression de la EN pour l’association de l’AME/PGI à la surface des cellules.
Nous avons ensemencé les cellules NIH-3T3 sur un substrat de FN afin de
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confirmer la spécificité de l’association de lAME avec la EN organisée en fibrille
plutôt qu’avec la EN soluble. Nos résultats ont montré que l’AMF/PGI s’associe
spécifiquement avec la EN fibrillaire mais qu’elle n’est pas impliquée dans la
fibrillogenèse de la matrice de EN. Nous avons utilisé la technique de FRET afin
de mieux comprendre la nature de l’association de l’AMF/PGI avec la matrice
de FN en fonction du pH, à savoir si cette association était directe ou indirecte.
L’expression des formes dominantes négatives de la dynamine-1, la dynK44A
et de la clathrine, la cla-hub, nous a permis d’inhiber les deux voies
d’endocytose du complexe AME/PGI/AMF-R et de confirmer l’importance de
l’endocytose de lAME pour son association avec la matrice de FN à pH neutre.
Enfin, dans la dernière partie du projet, nous avons étudié le rôle de
l’expression du produit du gène Mgat5 (GlcNAc-TV) et de la galectine-3 dans la
fibrillogenèse de la EN.
L’expression de Mgat5 et des galectines est liée à la progression
tumorale (Dennis, Granovsky et al. 1999; Van Den Bruie, Califice et al. 2002;
Bidon-Wagner and Le Pennec 2004; Takenaka, Fukumori et al. 2004). Nous
avons utilisé des cellules épithéliales mammaires PyMT Mgat5’, obtenues à
partir de souris exprimant l’oncogène viral Polyomavirus middle T antigen
(PyMT) et déficientes pour le gène Mgat5 (Mgat5’) (Granovsky, Eata et al.
2000). La perte de l’expression de Mgat5 dans les cellules PyMT Mgat5’ est
associée à la perte des capacités invasives et tumorigéniques des cellules
(Granovsky, Fata et al. 2000). Nous avons déterminé que l’expression de Mgat5
était liée à l’étalement des cellules, à la migration et à la fibrillogénèse de la EN.
L’utilisation d’un inhibiteur de la voie de maturation des N-glycans, l’a-
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mannosidase II, et du 13-lactose, un compétiteur de la liaison des galectines au
niveau des branchements 131-6 N-glycan nous ont permis de vérifier le lien entre
l’expression de Mgat5 et de la galectine-3 avec la fibrillogenèse de la FN. Nous
avons déterminé, avec la protéine recombinante de la galectine-3, que la liaison
de la galectine-3 au niveau du produit du gène Mgat5 était impliquée dans la
motilité et dans le remaniement de la matrice de FN. Nous avons déterminé par
l’immunoprécipitation et en utilisant la L-PHA (une lectine qui reconnaît les
branchements 131-6 N-glycan) que L’intégrine f31 pouvait être la protéine cible de
la galectine-3. Enfin, l’utilisation d’un inhibiteur de la P13-K, le LY294002, et
d’anticorps spécifiques dirigés contre les protéines FAK et Akt/PKB nous ont
permis de déterminer que la P13-K et la FAK pourrait possiblement être
impliquées dans la voie de stimulation de la motilité et du remaniement de la
matrice de EN par la galectine-3.
Ces études de l’AMF/PGI et de la galectine-3 ont permis de mieux
comprendre le rôle de la matrice de FN dans la métastasie.
xxvi
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INTRODUCTION
1 LA MATRICE EXTRACELLULAIRE
La MEC joue un rôle clé dans l’architecture et l’homéostasie des tissus. Elle
est composée de protéines et de polysaccharides variés qui sont sécrétés
localement par les cellules et assemblés dans un réseau organisé. La MEC joue un
rôle fondamental dans le contrôle du comportement cellulaire, tant au cours du
développement embryonnaire que dans le maintien de l’intégrité des phénotypes
cellulaires différenciés. De cette façon, elle constitue la première barrière contre
l’invasion cellulaire lors de la croissance des tumeurs, la métastasie et
l’angiogenèse. Elle est composée de protéines structurales spécialisées (comme le
collagène, l’élastine, la laminine et la FN), de protéoglycans (comme le perlecan), de
glycosaminoglycans (GAGs), de sels et d’eau (Bosman and Stamenkovic 2003). Les
protéines de la MEC interagissent avec les cellules via des récepteurs spécifiques
comme les intégrines (Geiger, Bershadsky et al. 2001). Les interactions entre les
cellules et la MEC sont très importantes pour la régulation du comportement
cellulaire. Elles maintiennent et régulent l’adhésion et la motilité cellulaire, initient
l’assemblage de la MEC à la surface des cellules, agissent comme site de
transmission des forces mécaniques entre la cellule et la MEC et régulent la
prolifération cellulaire et l’expression des gènes (Schwartz, Schaller et al. 1995).
1.1 Les constituants de la matrice extracellulaire
1.1.1 Les chaînes de glycosaminoglycans et les protéoglycans
1.1.1.1 Les glycosaminoglycans
2Les GAGs sont des longues chaînes de polysaccharides non ramifiées qui
sont généralement composées des séquences répétées de disaccharide
hexuronique et de D-glucosamine modifiées à différentes positions par sulfatation,
épimérisation et N-acétylation (Kramer and Yost 2003). Les GAGs sont classifiés en
4 groupes en fonction de la composition de leurs résidus glucidiques, du type de
liaison entre ces résidus, du nombre et de la position des groupements sulfates:
l’acide hyaluronique (AH), le chondroïtine sulfate, le dermatane sulfate, l’héparane
sulfate (HS) et l’héparine et enfin le kératane sulfate (Kramer and Yost 2003). À
l’exception de l’acide hyaluronique (AH), les GAGs se lient de façon covalente à un
noyau protéique pour former les protéoglycans.
1.1.1.2 Les protéoglycans
Les protéoglycans sont exprimés dans la plupart des tissus où ils
représentent les constituants majeurs de la surface des cellules et de la MEC
(Bernfield, Gotte et al. 1999). Les protéoglycans sont impliqués dans beaucoup de
processus reliés à l’interaction cellule-cellule et cellule-MEC comme l’adhésion, la
migration, la prolifération, la différenciation et l’endocytose des lipoprotéines. Ils
procurent également des propriétés biomécaniques à certains tissus comme le
cartilage. Ceux-ci les amènent à intervenir autant dans des mécanismes cellulaires
normaux que dans les mécanismes pathologiques comme la morphogenèse, la
réparation des tissus, l’inflammation, l’angiogenèse et la métastasie du cancer
(Vlodavsky, Goldshmidt et al. 2001).
Il existe différentes familles de protéoglycans, la plus répandue est la famille
des hyalectines qui regroupe les protéoglycans qui lient l’AH. Cette famille comprend
l’aggrécan, le versican, le neurocan, le brevican et le CD44 qui est un récepteur à
3l’AH exprimé à la surface des cellules (Wight 2002). Chaque membre de cette
famille s’exprime dans un tissu particulier. L’aggrécan s’exprime surtout dans le
cartilage, le neurocan et le brevican sont retrouvés dans le système nerveux central
et le versican se présente dans un grand nombre de tissus dont le tissu cardiaque.
Ces protéoglycans sont caractérisés par différents motifs structuraux dont un
domaine identique à EGF, un domaine C-terminal de reconnaissance des
carbohydrates (CRD), un domaine de liaison à l’AH et un domaine central de 593
acide aminés contenant des sites d’attachement pour 3 chaînes de chondroïtine
sulfate (Perkins, Nealis et al. 1989).
L’aggrécan est le principal protéoglycan exprimé dans le cartilage articulaire
par les chondrocytes (Kiani, Chen et al. 2002). Il est principalement constitué de
chaînes de chondroïtine sulfate mais il peut également contenir du kératane sulfate
et des oligosaccharides liés en N et en O. Après sa sécrétion, l’aggrécan s’auto
assemble en une structure multimoléculaire de plus de 50 monomères liés de façon
non covalente à l’AH. Les GAGs sont fortement chargés négativement à cause de la
présence de groupements sulfates. Cette négativité permet d’attirer des nuages de
cations, tel le Na, qui pat leurs propriétés osmotiques vont retenir de grandes
quantités d’eau dans la matrice. Cette eau crée une pression de turgescence qui
permet à la matrice de résister aux forces de compression. L’aggrécan et l’eau qu’il
retient sont responsables des propriétés biomécaniques du cartilage. De plus,
l’aggrécan se lie au collagène ce qui confère au cartilage une résistance à la
déformation (Mow, Zhu et al. 1989). L’aggrécan est impliqué dans les interactions
chondrocyte-chondrocyte et chondrocyte-MEC par sa capacité à lier !‘AH exprimé à
la surface des cellules et au niveau de la MEC.
4Le versican est une grosse molécule de protéoglycan exprimée par les
fibroblastes dans différents tissus dont dans la paroi des vaisseaux. Comme son
nom l’indique, le versican est une molécule hautement interactive et versatile. Sa
chaîne de chondroïtine sulfate diffère en taille et en composition dépendamment de
l’origine du tissu et des conditions de culture et contient différents ratios de
chondroïtine-6-sulfate versus chond roïtine-4-sulfate. Le versican joue un rôle
important dans l’adhésion et la migration des cellules et il possède des propriétés
anti-apoptotiques (Wu, Chen et al. 2002). Il régule la migration des cellules
neuronales (Perissinotto, lacopetti et al. 2000) et il joue un rôle important dans la
migration des cellules embryonaires cardiaques (Camenisch, Spicer et al. 2000). Il
est également impliqué dans la prolifération cellulaire via son domaine homologue à
l’EGF qui lui confère une propriété de mitogène (Zhang, Cao et al. 1998). Les
facteurs de croissance PDGF et TGF-3 augmentent son expression ainsi que la
longueur de ses chaînes de chondroïtine sulfate entraînant une expansion de la
MEC (Schonherr, Jarvelainen et al. 1991; Schonherr, Kinsella et al. 1997) qui, par
des contraintes mécaniques, va contrôler la forme et la division des cellules du
muscle lisse des artères (Evanko, Angello et al. 1999). Le versican interagit avec de
nombreuses protéines de la MEC et joue un rôle important dans son assemblage.
Sa structure lui permet de nombreux types d’interactions protéine-protéine et
proteine-carbohydrate. Le versican interagit avec l’AH, la tenascine-R et les
fibulines-1 et 2 (une famille de protéines de la MEC impliquées dans le
développement du muscle cardiaque) (Wight 2002). Le versican est également
impliqué dans les étapes précoces de la formation de la MEC du cartilage mais son
expression est arrêtée après le dépôt de l’aggrécan (Knudson and Knudson 2001).
5Le neurocan et le phosphacan sont deux protéoglycans de 136 kDa et de 173
kDa respectivement, généralement exprimés dans les tissus nerveux. Le neurocan
est exprimé par les neurones et le phosphacan par les cellules astrogliales (Rauch,
Karthikeyan et aI. 1992; Engel, Maurel et al. 1996). Ces deux protéoglycans sont
impliqués dans la croissance des neurones et dans le développement embryonnaire
(Friedlander, Milev et al. 1994; Milev, Friedlander et al. 1994; Maeda and Noda
1996). Ils sont également exprimés hors du système nerveux par les cellules
transformées et dans certains tissus embryonnaires (Balsamo, Ernst et al. 1995;
Harigaya, Ogawa et al. 1996). Le phosphacan contient trois chaînes de chondroïtine
sulfate mais il peut également exprimer des chaînes de kératane sulfate (Maurel,
Rauch et al. 1994).
II existe également une autre famille de protéoglycans: la famille des petits
protéoglycans riches en leucine (PGRL) qui peut-être divisée en 3 classes distinctes.
La classe I comprend la déconne et le biglycan. Ces deux protéoglycans lient
le TGF- et sont exprimés dans différentes régions du cartilage articulaire adulte. La
déconne est exprimée dans la matrice inter-territoriale alors que la biglycan est
surtout exprimé dans la matrice péri-cellulaire. La déconne porte une chaîne à
chondroïtine ou à dermatane sulfate et sa conformation lui permet d’être impliquée
avec le collagène de type IX dans la formation des fibrilles de collagène de type I. La
déconne est le membre de la famille des PGRLs le plus exprimé dans le cartilage et
son expression dans le cartilage articulaire augmente avec l’age (Melching and
Roughley 1989). Le biglycan possède un corps protéique de 43kDa et porte lui aussi
des chaînes de chondroïtine sulfate ou de dermatane sulfate et des sucres liés en N.
6Il est exprimé par les astrocytes et il favorise la survie des neurones néocorticaux
(Koops, Kappler et al. 1996).
La classe Il comprend la fibromoduline et le lumican. La fibromoduline, qui
porte 4 chaînes de kératane sulfate, se lie aux fibres de collagène et régule leurs
diamètres. Le lumican est le principal protéoglycan à kératane sulfate à être exprimé
dans la cornée mais il est également exprimé dans les tissus connectifs comme le
cartilage et son expression comme celle de la fibromoduline augmente dans le
cartilage avec l’age (Melching and Roughley 1989; Plaas, Neame et al. 1990).
La classe III comprend l’épiphycan, un protéoglycan à dermatane sulfate.
L’épiphycan est un petit protéoglycan qui est exprimé au moment de la maturation
du cartilage (Knudson and Knudson 2001).
Les protéoglycans à héparane sulfate (HSPG) comprennent différentes
molécules dont le perlecan, le glypican et la famille des syndécans.
Le perlecan est le principal HSPG a être exprimé dans les membranes
basales, toutefois, il est également exprimé dans la matrice péri-cellulaire du
cartilage bien qu’il s’agit d’un tissu organisé sans membrane basale (SundarRaj, Fite
et al. 1995). Le perlecan contient 5 modules protéiques majeurs (Iozzo, Cohen et al.
1994). Un domaine N-terminal qui contient un site d’attachement aux GAGs, un
domain II homologue au récepteur du LDL, un domain III homologue à la laminine,
un domain IV constitué de 21 séquences répétées de l’immunoglobuline et un
domaine V, C-terminal, comportant un motif identique à l’EGF et deux domaines
possibles de liaison pour la laminine. Il porte des chondroïtines sulfates ou des
héparanes sulfates (SundarRaj, Fite et al. 1995). Le perlecan peut s’auto-agréger et
7interagit avec la laminine, le nidogène et la EN. Les intégrines servirait de récepteur
pour le perlecan.
Certains protéoglycans sont exprimés à la surface des cellules. Ils possèdent
des noyaux protéiques transmembranaires comme les syndécans, ou sont associés
à la membrane plasmique par la molécule d’ancrage glycosylphosphatidylinositol
(GPI) comme les glypicans (Bernfield, Gotte et al. 1999) (Eigure 1). Les syndécans
sont des protéoglycans dont le domaine extracellulaire porte des chaînes de GAG à
chondroïtine sulfate et à HS et le domaine intracellulaire interagit avec le
cytosquelette d’actine du cortex intracellulaire (Yoneda and Couchman 2003). Les
syndécans sont exprimés à la surface de différents types cellulaires dont les
fibroblastes et les cellules épithéliales où ils servent de co-récepteurs avec les
intégrines à certaines molécules de la MEC comme le collagène et la EN. Les
syndécans peuvent ainsi se lier à certains facteurs de croissance, via leurs chaînes
de GAG, et les présenter à leurs récepteurs sur la même cellule (Bernfield, Gotte et
al. 1999).
Dans la MEC, les protéoglycans se lient aux protéines qui la composent tels
que la EN, la laminine et le collagène interstitiel mais aussi à de nombreuses
molécules bio-actives comme les facteurs de croissance, les chémokines, les
lipoprotéines et les enzymes (Yamaguchi, Mann et al. 1990; Gitay-Goren, Soker et
al. 1992; Sasisekharan, Ernst et al. 1997; Esparza-Lopez, Montiel et al. 2001). Les
charges négatives des protéoglycans permettent la liaison aux régions basiques des
facteurs de croissance. L’utilisation de mutants pour l’HS a démontré que son
expression était indispensable à la signalisation intercellulaire au cours du
développement embryonnaire (Lin, Wei et al. 2000; Mono, Honda et al. 2003). La
8liaison du FGF-2, du TGF-, et de VEGF à leurs récepteurs membranaires est
favorisée par les protéoglycans (Gitay-Goren, Soker et al. 1992; Esparza-Lopez,
Montiel et al. 2001). Le TGF-f3 est un facteur de croissance qui se lie au bétaglycan
à la surface des cellules et aux déconnes au niveau de la MEC. Sa liaison aux
déconnes inhibe son activité (Yamaguchi, Mann et al. 1990).
1.1.1.3 La séquestration des protéines par les protéoglycans
Les protéoglycans peuvent agir comme activateur ou inhibiteur de l’activité
des facteurs de croissance: quand ils sont exprimés à la surface des cellules, ils
peuvent retenir les facteurs de croissance près des récepteurs membranaires ou
agir comme co-récepteur pour les facteurs de croissance (Figure 2) (Nugent and
Iozzo 2000; Turnbull, Powell et al. 2001). A l’inverse, les protéoglycans de la MEC
peuvent agir comme site de stockage pour les facteurs de croissance, les enzymes
et de protéines plasmatiques en les séquestrant loin de leur site d’action ou sous
une forme inactive (Ruoslahti, Yamaguchi et al. 1992; Vlodavsky, Miao et al. 1996).
Certains facteurs de croissances sont stockés sous forme inactive et deviennent
actifs au moment de leur libération lors de la dégradation des protéines de la MEC
par des protéases spécialisées (Vlodavsky, Bar-Shavit et al. 1991).
De nombreuses hypothèses ont été proposées pour expliquer le rôle de la
séquestration des protéines par les protéoglycans. La séquestration des protéines
par les protéoglycans pourrait permettre de protéger la protéine d’une dégradation
protéolytique, prolongeant ainsi son action. Cette séquestration pourrait également
permettre d’inhiber de façon stérique l’activité de la protéine, de concentrer la
protéine en attente d’être libérée et de restreindre ainsi son champ d’action au
9moment de sa libération (Figure 2) (Ruoslahti, Yamaguchi et al. 1992; Vlodavsky,
Miao et al. 1996). L’angiogenèse, qui est associée entre autre à fa progression des
tumeurs et à la réparation des tissus, est un processus au cours duquel des cellules
endothéliales vont se diviser et migrer depuis un vaisseau préexistant vers un
nouveau capillaire. Elle requiert la protéolyse des protéines de la MEC, la migration
et la prolifération des cellules endothéliafes, et la synthèse des nouveaux composés
de la matrice (Hanahan and Folkman 1996).
L’héparanase est une endo-3-D-glucuronidase qui dégrade les HS au cours de
l’angiogenèse (Elkin, Ilan et al. 2001). Cette enzyme clive les ponts glycosidiques
par un mécanisme d’hydrolase. Le FGF-2 et le VEGF sont tous deux des facteurs
angiogéniques qui sont séquestrés dans la MEC par les HSPGs (Vlodavsky, Miao et
al. 1996). Le FGF-2 est séquestré sous forme inactive parles HSPGs et cette liaison
le protège de l’inactivation par oxydation et par la chaleur (Vlodavsky, Miao et al.
1996). La liaison de VEGF aux HSPGs rétablit l’activité de VEGF après un
dommage oxydatif (Gengrinovitch, Berman et al. 1999). Cette séquestration permet
de limiter l’action angiogénique de ces facteurs sur les cellules endothéliales
vasculaires à une zone localisée au niveau de la MEC dégradée et donc de limiter la
néo-vascularisation des vaisseaux aux processus de réparation des tissus
inflammatoires et au développement des tumeurs (Vlodavsky, Miao et al. 1996).
Les HSPGs servent également de réservoir pour beaucoup d’autres facteurs
comme IL-7, INFy, IL-3 et GM-CSF au niveau de la moelle osseuse (Roberts,
Gallagher et al. 1988). Ces cytokines, une fois liées, pourront être présentées sous
une forme biologiquement active par les cellules hématopoÏétiques.
‘o
Syndecans - transmembrane
Figure 1: Les protéoglycans à héparane sulfate (HSPG) membranaires. Les syndécans sont
des protéines transmembranaires qui portent des chaînes HS de façon distale par rapport à
la membrane plasmique. Les glypicans sont liés de façon covalente à la membrane par un
lien phophatidylinositol au teuillet externe de la membrane plasmique. Dessin tiré de larticle
de revue (Bernfield, Gotte et al. 1999).
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Figure 2: Les différentes fonctions des syndécans de surface. Différentes fonctions ont été
proposées: (A) Co-récepteur des ligands insolubles comme les molécules de la MEC, les
cellules, les microbes; (B) Co-récepteurs pour des ligands solubles comme les facteurs de
croissance, les chémokines, et les cytokines; (C) Internalisation des récepteurs des ligands
solubles comme les enzymes via la voie des vésicules de clathrine ou des cavéoles vers une
voie dégradative, de recyclage ou de transcytose; (D) Effecteurs solubles paracrines en
libérant le domaine extracellulaire de l’héparane sulfate protéoglycan de la membrane










1.1.2 Les protéines structurales spécialisées
1.1.2.1 Le collagène
Le collagène est une protéine fibreuse qui possède une structure hélicoïdale
rigide à trois brins. Trois chaînes polypeptidiques de collagène, appelées chaînes Œ,
sont enroulées en hélice les unes autour des autres. Le collagène contient le motif
répété Gly-X-Y (ou X et Y représente le plus souvent la proline et l’hydroxyproline
respectivement). Il existe plus de 25 chaînes u de collagène codées par des gènes
distincts mais seulement 20 types de molécules de collagène ont été identifiées
(Kadler 2004).
Le collagène est constitué de 3 chaînes enroulées en hélice. Au cours de sa
biosynthèse, les précurseurs des chaînes u sont synthétisés au niveau du réticulum
endoplasmique rugueux (RER) sous forme de polypeptides ayant à leurs extrémités
amino et carboxyterminale une courte queue non hélicoïdale de 15 à 25 acides
aminés, nommée pro-peptide, qui empêche l’assemblage de fibrilles de collagène à
l’intérieur de la cellule. Ces pro-peptides seront dégradés par des enzymes
protéolytiques après la sécrétion de la molécule de pro-collagène dans l’espace
extracellulaire. La perte de ces extrémités transforme les molécules de pro
collagène en molécules de collagène capables de s’auto-assembler spontanément
en suivant les lois de l’entropie (Williams, Gelman et al. 1978). La lysyl oxydase
(protein-6-oxidase) est une amine oxydase qui catalyse la déamination oxydative
des résidus lysines et hydroxylysines en peptidyl-a-aminoadipic-d-semialdehydes
[Kagan, 2003 #723J. Ces résidus aldéhydes vont former spontanément des liens
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covalents inter- et intra-chaîne qui vont stabiliser et insolubiliser les fibres de
collagènes. La lysyl oxydase est une enzyme clé dans le control de la maturation du
collagène impliquée dans la formation et la réparation de la MEC.
La glucosylation non-enzymatique du collagène mène à la formation de liens
glucose intermoléculaires nommés advanced glycation end products (AGE)
[Sajithlal, 1998 #726J. L’AGE est formé par la liaison entre un sucre réactif et le
groupe aminé du résidu lysine de la molécule de collagène. L’AGE va induire la
formation de liens covalents entre les molécules de collagène qui vont diminuer la
flexibilité et le renouvellement de la matrice de collagène et augmenter sa rigidité
[Paul, 1996 #727J. L’AGE s’accumule lentement sur le collagène et l’élastine et
modifie leurs structures et leurs fonctions. De plus l’AGE est souvent associé avec
une augmentation du collagène total [Burgess, 2001 #725J. C’est pourquoi l’AGE
est associé à certaines pathologies liées au vieillissement comme le diabète et
l’arthrite [Saudek, 2003 #730; Paul, 1996 #727]. En augmentant la rigidité de la
matrice de collagène, les AGEs vont affecter la structure et la fonction de certains
tissus comme le cartilage et le myocarde [Zieman, 2004 #729; Saudek, 2003 #730J.
Les molécules de collagène vont s’associer en polymères ordonnés ou
fibrilles de collagène qui sont des structures de 30 à 300 nm de diamètre avec une
longueur de plus d’une centaine de micromètre (Figure 3). En microscopie
électronique, les fibrilles collagène présentent des striations transversales plus
sombre tous les 67 nm à cause de l’alternance des molécules de collagène dans la
fibrille (Williams, Gelman et al. 1978; Kadler 2004) (Figure 4). Elles peuvent
également s’agréger en faisceaux de plusieurs micromètres de diamètre, en forme
de câble.
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La famille la plus importante de collagène est celle des molécules de
collagène qui s’assemblent en fibrilles. Elle comprend les collagènes de type I, Il, Il!,
V, et XI. Les collagènes de types IX et XII sont des collagènes qui restent sous
forme de monomère et s’associent aux fibrilles de collagène et lient ces fibrilles entre
elles et avec les autres molécules de la MEC. Le collagène de type IV s’assemble en
feuillet feutré qui constitue la majeure partie de la lame basale mature alors que le
type VII s’assemble en dimères qui participent à l’attachement de la lame basale des
épithéliums aux couches sous-jacentes du tissu conjonctif. Les molécules de
collagène de type IV sont plus flexibles que les collagènes fibrillaires, leurs hélices
tricaténaires sont flexibles et elles conservent leurs régions terminales qui
empêchent la formation de fibres. Elles s’assemblent en un réseau lié par des ponts
disulfures et d’autres liens covalents. Les cellules contrôlent la disposition des
fibrilles de collagène après leur sécrétion. Les fibroblastes remodèlent les fibrilles de
collagène par compression en feuillet et en les étirant sous forme de câble (Williams,
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Figure 3: Les processus de maturation du pro-collagène en collagène. Les molécules de
collagène sont représentées par une triple hélice. Les liens covalents transversaux,
effectués par les lysyls oxidases, entre les triples hélices, sont représentés en rouge. Dessin













Figure 4: Les fibrilles de collagène. Des fibrilles de collagène ont été reconstituées in vitro à
partir de collagène de type I de poulet et observées en microscopie électronique par un
marquage négatif. Chaque fibrille, représentée schématiquement par une flèche, présente
une périodicité axiale de 67 nm qui est visible grâce à l’accumulation d’un marquage dense




Principalement localisées dans les membranes basales, les laminines sont
des grandes glycoprotéines constituées de trois chaînes polypeptidiques
génétiquement distinctes, x, J3 et y, assemblées par des ponts disulfures dans une
structure en forme de croix. Jusqu’à présent, 5 chaînes Œ, 3 Ç3 et 3 chaînes y ont été
identifiées, elles s’assemblent en 15 isoformes différents. Par exemple, la laminine 1
est composée des chaînes alfilyl et la laminine-2 de Œ2131y1 etc (Figure 5).
L’expression et l’assemblage des différentes sous-unités varient de façon spatio
temporelle laissant présumer des rôles biologiques et structuraux spécifiques pour
chaque isoforme (Colognato and Yurchenco 2000). Les laminines sont des
molécules biologiquement très actives, elles sont impliquées dans la croissance des
neurites, la métastasie des tumeurs, l’adhésion et la migration des cellules et dans
l’angiogenèse (Kleinman, Koblinski et al. 2001).
Les molécules de laminine s’auto-assemblent avec les molécules de
collagène de type IV pour former les membranes basales de la majorité des tissus
(Colognato and Yurchenco 2000). Les mécanismes d’assemblage des lames
basales ne sont pas encore totalement compris. Ils semblent nécessiter l’expression
de différents récepteurs membranaires comme les intégrines, les a/3-dystroglycans,
et les syndécans (Edwards, Hatton et al. 1998; Brakebusch, Grose et al. 2000;
Klass, Couchman et al. 2000). Toutefois, l’expression de ces récepteurs semble être
surtout impliquée dans des mécanismes visant à rassembler et à concentrer les
molécules de laminine dans un périmètre donné pour favoriser l’autoassemblage de










Figure 5: Les laminines et la structure des lames basales. Les laminines comportent trois
chaînes génétiquement distinctes, a, f3 et y, reliées par des ponts disulfures. Les lames
basales sont des fins feuillets de MEC au contact des cellules ou localisés à l’interface entre
un épithélium et un tissu conjonctif qui sont constitués de laminine mais contient aussi des




La FN est une protéine majeure de la MEC. Son expression est indispensable
au développement des vertébrés car sa perte est létale dès le stade embryonnaire
(George, Georges-Labouesse et al. 1993). Elle est impliquée dans plusieurs
mécanismes cellulaires: la prolifération, la différenciation, l’apoptose, et la migration
cellulaire (Hynes 1990). La FN est sécrétée par les cellules sous la forme d’un
dimère formé de deux sous-unités identiques de 250 kDa reliées par un pont
disulfure du côté C-terminal. La FN plasmatique, synthétisée dans le foie par les
hépatocytes, reste dans un état dimérique alors que la FN “cellulaire”, qui est
synthétisée localement dans les tissus, se présente principalement sous la forme
d’un réseau fibrillaire complexe et insoluble au déoxycholate (Hynes 1990).
La EN est composée de trois types de modules répétés (I, li, et III) et elle
contient 12 domaines de type I, deux de type Il et 15 à 17 de type III selon l’épissage
alternatif qu’aura subit la protéine (Hynes 1990; Pankov and Yamada 2002) (Figure
6). La FN est le produit d’un seul gène dont l’ARNm va subir des modifications par
épissage alternatif pour donner naissance à 20 formes différentes de EN (Kosmehl,
Berndt et al. 1996). Les principales modifications par épissage alternatif se situent
au niveau des domaines 1117 et III; qui mènent à la formation des domaines EDA et
EDB (ED pour extradomain). Une autre modification a lieu dans la région V (pour
variable en longueur) ou hICS (pour segments de type III connectés) située entre les
domaines 1117 et 11112. Les variations de cette région sont plus complexes et
dépendent de l’espèce, chez l’humain il existe cinq différentes régions V (Pankov
and Yamada 2002). Dans la FN plasmatique, seulement un des 2 dimères va porter
20
cette région V alors que dans la EN cellulaire les 2 dimères porteront cette région
(Magnusson and Mosher 1998).
Les différents modules de la FN forment des domaines de liaison pour
différentes molécules de la MEC. La FN se lie à un très grand nombre de molécule
dont l’héparine, le collagène/gélatine, la fibrine, le fibrinogène et le facteur XllIa dont
la liaison est importante pour l’incorporation de la FN au niveau du caillot sanguin
(Barry and Mosher 1989; Magnusson and Mosher 1998). Ces interactions sont
effectuées par des domaines fonctionnels et structuraux distincts qui ont été
identifiés par fragmentation protéolytique ou par l’analyse de recombinants (Barry
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Figure 6: Les différents domaines de la fibronectine (FN). La FN est composée de modules
répétés de type I (rectangles), type Il (ovales) et de type III (cercles). La répétition de ces
modules forme des domaines de liaison pour différentes protéines comme la fibrine, la EN
elle-même, le collagène, l’héparine et les cellules comme indiqué sur le dessin. La EN
comporte trois domaines dépissage alternatif EII1A, EIIIB et V (ou IIICS) indiqués en jaune.
Les sites d’assemblage des dimères de EN sont en orange. Le signe SS indique le pont
disulfure qui relie les deux monomères en un dimère. Figure extraite de l’article (Wierzbicka
Patynowski and Schwarzbauer 2003).
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1.2 Rôle dans l’adhésion et la motilité cellulaire
1.2.1 Les intégrines
Les intégrines sont des glycoprotéines transmembranaires ubiquitaires
impliquées dans les interactions cellule-cellule et cellule-MEC (Hynes 1992). Les
intégrines sont des hétérodimères constitués de deux sous-unités Œ et F3 liées de
façon non covalente. Il existe 18 différentes sous-unités u et 8 différentes sous-
unités F3 qui s’assemblent en 24 hétérodimères différents. Chaque intégrine se lie à
un certain nombre de ligands avec une spécificité propre. Les intégrines font le lien
entre le cytosquelette d’actine et l’environnement extracellulaire. En possédant à la
fois un ligand intra et extracellulaire, les intégrines constituent un lien
transmembranaire pour la transmission bidirectionnelle de forces mécaniques et de
signaux biochimiques à travers la membrane plasmique.
La conformation des intégrines subit des changements rapides et réversibles
au cours de son activation (Woodside, Liu et al. 2001). Les intégrines qui sont dans
un état inactif de faible affinité nommé “resting” sont converties vers un état de
sensibilisation ou “priming” qui permet la liaison du ligand, puis un état activé de
haute affinité pour le ligand dans lequel le ligand est lié à l’intégrine, et qui peut
présenter différentes affinités (Calderwood 2004; Humphries, Travis et al. 2004;
Mould and Humphries 2004). La capacité de liaison du ligand de l’intégrine est
contrôlée à la fois par des facteurs cytoplasmiques qui induisent des changements
de conformation du domaine intracellulaire de l’intégrine et par la régulation de la
conformation de la partie extracellulaire de l’intégrine qui module l’affinité de la
liaison de l’intégrine pour son ligand. L’interaction des intégrines avec leur ligand est
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dépendante de cations divalents comme le Mg2+ et le Mn2+ qui stabilisent la
conformation de haute affinité des intégtines. Le calcium a par contre un effet
inhibiteur car il stabilise la conformation de faible affinité des intégrines.
De nombreux changements de conformation ont été suggérés pour expliquer
le transfert du signal à travers la molécule d’intégrine vers son domaine
extracellulaire et la régulation de la liaison. L’étude de la structure cristalline de la
partie extracellulaire de l’intégrine a révélé qu’elle était constituée d’une tête ovoïde
avec deux jambes (Xiong, Stehle et al. 2001). Les jambes de l’intégrine dans son
état inactif seraient assez rapprochées et dans une conformation pliée (Lu, Takagi et
al. 2001; Xiong, Stehle et al. 2001; Kim, Carman et al. 2003). La sensibilisation de
l’intégrine nécessiterait d’une part une séparation spatiale significative des jambes
de lintégrine et d’autre part son dépliement vers une conformation étendue qui
permettrait au domaine de liaison du ligand, qui se trouve à l’interface entre le
sommet des domaines globulaires des intégrines, d’entrer en contact avec son
ligand (Lu, Takagi et al. 2001; Xiong, Stehle et al. 2002; Kim, Carman et al. 2003;
Mould, Symonds et al. 2003). La séparation des jambes de l’intégrine serait
associée à la fois à la sensibilisation et à l’activation de l’intégrine (Kim, Carman et
al. 2003). Des études ont montré que cette forme pliée de l’intégrine présentait une
faible affinité pour les ligands biologiques et que l’addition d’un ligand de haute
affinité ou du Mn(2+) induisait un dépliement de la structure et un changement de
conformation de la structure globulaire (Beglova, Blacklow et al. 2002; Takagi, Petre
et al. 2002). De plus, la rupture de la liaison entre les sous-unités Œ et f3 qui entraîne
la séparation des domaines cytoplasmiques de l’intégrine augmente le dépliement
de la partie extracellulaire induit par le Mn(2+) et la liaison du ligand (Takagi, Petre
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et al. 2002). L’étude de l’intégrines Œ531 a montré que la séparation spatiale des
domaines cytoplasmiques et/ou transmembranaire induisait une augmentation de la
liaison à la EN indépendamment du regroupement des molécules d’intégrines
(Takagi, Erickson et al. 2001). De plus la mise au point d’un anticorps monoclonal
SNAKA51 qui reconnaît spécifiquement l’intégrine Œ5131 exprimée au niveau des
fibrilles d’adhésion associées avec la matrice de EN renforce l’idée que l’intégrine
activée peut adopter différentes conformations liée à son affinité et à sa fonction
(Clark, Pankov et al. 2005).
L’activation de l’intégrine 31 va entraîner l’activation de la protéine FAK, une
tyrosine kinase cytoplasmique, par autophosphorylation au niveau de son résidu
tyrosine 397 (tyr-397) (Schaller, Hildebrand et al. 1994). L’autophosphorylation de
FAK sur la tyr-397 est un élément clé dans la fonction biologique de FAK car il crée
un site de liaison de haute affinité pour les protéines qui possèdent un domaine
SH2, dont les protéines kinases de la famille Src (c-Src, Fyn) (Cobb, Schaller et al.
1994; Schaller and Parsons 1994; Xing, Chen et al. 1994) qui jouent un rôle majeur
dans la voie de signalisation des intégrines (Cary, Klinghoffer et al. 2002).
Après leur liaison à la tyr-397 phosphorylée, les kinase de la famille src vont
phosphoryler EAK sur ses autres résidus tyrosine (Schlaepfer, Hanks et al. 1994;
Calalb, Polte et al. 1995; Calalb, Zhang et al. 1996). La phosphorylation des tyr-576
et 577 va augmenter l’activation de EAK (Calalb, Polte et al. 1995) et la
phosphorylation de la tyr-927 va donner un site de liaison pour le domaine SH2 de
Grb2, qui peut induire l’activation de ERK via la voie de Ras (Schlaepfer, Hanks et
al. 1994).
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L’autophosphorylation de FAK sur la tyr-397 va permettre la liaison et
l’activation de la P13-K (Chen, Appeddu et al. 1996), qui va activer la voie de
Akt/PKB (Sonoda, Matsumoto et al. 2000). FAK va également activer des
composants des contacts focaux comme la paxilline (Richardson, Malik et al. 1997)
et les protéines adaptatrices Grb7 (Han and Guan 1999), Grb2 et pl30cas
(Schlaepfer and Hunter 1996; Schlaepfer, Hauck et al. 1999).
L’activation de pl3ocas et la P13-K sont des éléments clé dans l’activation de
la motilité cellulaire par les intégrines (Cary, Han et al. 1998; Kiyokawa, Hashimoto
et al. 1998; Kiyokawa, Hashimoto et al. 1998; Klemke, Leng et al. 1998 ; Reiske,
Kao et al. 1999). Pl3Ocas activé va recruter Crkll et DOCK18O et activer la petite
GTPase Rad ainsi que la cascade de la JNK, le remodelage du cytosquelette
d’actine et la migration cellulaire (Vuori, Hirai et al. 1996; DoIt], Garcia-Guzman et al.
1998).
Les intégrines vont être impliquées dans différentes voies de signalisation
intracellulaires qui vont réguler l’expression des gènes, les niveaux de pH et de
calcium intracellulaires, le métabolisme des phospholipides et l’activité des petites
GTPases, des kinases et des phosphatases (Schwartz, Schaller et al. 1995;
Schlaepfer, Hauck et al. 1999; Miranti and Brugge 2002). L’activation de ces voies
va produire une réponse inside-out qui va moduler la liaison de l’intégrine avec son
ligand extracellulaire (Takagi, Erickson et al. 2001; Woodside, Liu et al. 2001).
1.2.2 Les structures d’adhésion
Les structures d’adhésion sont des complexes protéiques organisés autour
des intégrines. Elles se forment et se modifient au cours de l’étalement, de
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l’adhésion, et de la migration des cellules (Katz, Zamir et al. 2000; Riveline, Zamir et
al. 2001; Zamirand Geiger 2001).
Elles regroupent une multitude de protéines différentes incluant des
protéoglycans comme le syndécan-4 (Woods and Couchman 1994), des protéines
de nucléation et de pontage de l’actine (la vinculine, la tensine, la paxilline, la taline,
Œ-actinine, la parvine/actopaxine et le complexe protéique ERM et de nombreuses
molécules de signalisation: des tyrosines kinases (des kinases de la famille de Src,
la FAK, PYK2, Csk et AbI), des sérine/thréonine kinases (ILK, PKC et la PAK), des
modulateurs des petites GTPases (ASAP1, Graf et PSGAP) et des tyrosines
phosphatases (SHP-2 et LAR PTP) et d’autres protéines comme la P13-K et la
protéase calpain II (Zamir and Geiger 2001). L’expression de certaines de ces
protéines est toutefois spécifique de certains types cellulaire (Zamir and Geiger
2001).
Il existe différents types de structure d’adhésion liées à l’adhésion et à la
migration des fibroblastes en culture: les complexes focaux, les adhésions focales et
les fibrilles d’adhésion.
Les premiers sites d’adhésion à l’actine sont des structures de 1-i.im de
diamètre qui sont localisées à l’avant du amellipode des cellules motiles (Geiger,
Bershadsky et al. 2001). Ces petites structures sont nommées complexes focaux.
Elles contiennent beaucoup de protéine phosphorylées, l’intégrine Œv133, la taline, la
paxilline mais elles présentent un faible taux de vinculine et de FAK et sont
apparemment dépourvues de zyxine et de tensine (Zaidel-Bar, Ballestrem et al.
2003; Zimerman, Volberg et al. 2004). Les complexes focaux sont les précurseurs
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des adhésions focales qui sont les structures d’adhésion dites classiques (Geiger
and Bershadsky 2001). Les complexes focaux se développent en contacts focaux
après l’activation de la petite GTPase RhoA (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge
1996; Clark, King et al. 1998; Rottner, Hall et al. 1999) ou après l’application de
forces externes (Riveline, Zamir et al. 2001).
Les structures d’adhésions focales sont des structures d’adhésion très fortes
entre le cytosquelette d’actine et la MEC (Geiger and Bershadsky 2001; Geiger,
Bershadsky et al. 2001). Dans les fibroblastes, ce sont des structures ovales,
périphériques, enrichies en intégrine Œv3, en protéines phosphorylées sur tyrosine,
contenant la vinculine, la paxilline et la taline (Katz, Zamir et al. 2000). Une fois que
ces structures sont stables et matures elles vont servir de point d’ancrage à la
formation d’un troisième type de structure: les fibrilles d’adhésion (Zamir, Katz et al.
1999; Pankov, Cukierman et al. 2000)
Les fibrilles d’adhésion sont des structures allongées et situées de façon plus
centrale dans la cellule. Elles sont enrichies en intégrines a5r31, en tensine,
parvine/actopaxin et en EN mais ne présentent pas de marquage de la paxilline, de
la vinculine et des phosphotyrosines (Zamir, Katz et al. 1999). Elles sont formées
par le mouvement centripète de la EN et des intégrines a5131 le long des fibres de
stress d’actine depuis les contacts focaux d’adhésion à la périphérie de la cellule,
vers le centre de la cellule (Pankov, Cukierman et al. 2000). La formation de cette
structure est impliquée dans l’assemblage de la matrice de EN (Pankov, Cukierman
et al. 2000).
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1.2.3 La motilité cellulaire
La locomotion des fibroblastes en culture est générée par le cycle répété
d’extension de “protrusions” membranaires vers l’avant de la cellule, la formation de
nouveaux sites d’adhésion avec la MEC et le détachement et la rétraction de l’arrière
de la cellule (Figure 7) (Abercrombie, Heaysman et al. 1970; Lauffenburger and
Horwitz 1996; Klass, Couchman et al. 2000).
Ces événements s’effectuent grâce à de nombreux changements au niveau
du cytosquelette d’actine et par la formation transitoire de structures d’adhésion
(Yamada and Miyamoto 1995; Holly, Larson et al. 2000; Pollard, Blanchoin et al.
2000). Les petites unités de la famille Rho sont impliquées dans ces mécanismes
(Ridley 2001). L’activation de RhoA, Rad et Cdc42 mène respectivement à la
formation de fibres de stress d’actine, de lamellipodes et de filopodes (Ridley,
Paterson et al. 1992; Nobes and Hall 1995). Elles sont aussi impliquées dans la
formation et la maturation des contacts focaux d’adhésion et dans la traction du
corps cellulaire (Nobes and Hall 1999; Geiger and Bershadsky 2001).
L’extension du lamellipode est permise par le recyclage polarisé de la
membrane plasmique (Martenson, Stone et al. 1993; Bretscher 1996), d’ARNm
codants pour l’actine (Bassell and Singer 1997) et de protéines qui lient l’actine vers
le bord avant de la cellule. L’actine sera alors polymérisée en un réseaux de
filaments formés par l’activité des complexes protéiques Wasp/Scars qui vont
pousser la membrane vers l’avant (Pollard, Blanchoin et al. 2000) sous le contrôle
des petites unités de la famille Rho (Miki, Suetsugu et al. 1998; Rudolph, Bayer et al.
1998).
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Les structures d’adhésion vont servir de point d’ancrage pour les fibres de
stress d’actine, des structures temporaires contractiles constituées de filaments
d’actine et de myosine II qui vont générer des forces de tension sous le contrôle de
la petite GTPase RhoA (Geiger and Bershadsky 2001). L’activation de la kinase Rho
va phosphoryler et inactiver la myosine phosphatase et ainsi permettre à la chaîne
légère de la rnyosine de rester phosphorylée et de générer des force en s’associant
aux filaments d’actine (Kimura, Ito et al. 1996). Ces forces vont permettre la traction
du corps cellulaire (Schoenwaelderand Burridge 1999).
La perte des contacts focaux d’adhésion à l’arrière de la cellule va permettre
sont détachement. La calpaine qui est une protéase dépendante du calcium
(Beckerle, Burridge et al. 1987) est impliquée dans le turn-over des contacts focaux.
Elle lyse le domaine cytoplasmique de l’intégrine 33 (Du, Saido et al. 1995;
Schoenwaelder, Yuan et al. 2000) et la taline (Bialkowska, Kulkarni et al. 2000). La
protéine tyrosine phosphatase-PEST (PT-PEST) qui se lie à la paxilline (Shen,
Schneider et al. 1998; Cote, Turner et al. 1999) au niveau des contacts focaux
d’adhésion (Turner 2000) va aussi favoriser la dissolution des contacts focaux
d’adhésion (Angers-Loustau, Cote et al. 1999) en déphosphorylant pl30cas
(Angers-Loustau, Cote et al. 1999).
Les cellules tumorales vont produire des enzymes protéolytiques qui vont
dégrader les protéines de la MEC pour favoriser leur migration (Nelson, Fingleton et
al. 2000). Ces endopeptidases sont des métalloprotéases matricielles (MMP5).
Certaines sont sécrétées par la cellule d’autres qui possèdent un domaine
transmembranaire sont exprimées à la surface des cellules, les MT-MMPs (matrix
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Figure 7: La migration cellulaire. La cellule migratrice étend ses lamellipodes vers lavant de
la cellule (1). Cette extension est stabilisée par la formation de nouvelles structures
dadhésion avec la MEC (2). Le corps de la cellule bouge par une contraction effectuée par
les fibres de stress dactine (3). Finalement la queue de la cellule se détache du substrat et
se rétracte (4). Un autre point important de la migration cellulaire est que les cellules
migratrices sécrètent également des protéases qui coupent les protéines de la MEC. Figure
tirée de l’article (Ridley 2001).




1.3 L’assemblage de la matrice de fibronectine
L’assemblage de la matrice FN est essentiel à la migration des cellules au
cours de l’embryogenèse et à la réparation des tissus (Hynes 1990; George,
Georges-Labouesse et al. 1993). Contrairement à d’autres polymères biologiques
comme le collagène, la laminine, l’actine et la tubuline, la EN ne s’autopolymérise
pas en solution. L’assemblage de la EN est un mécanisme complexe qui permet
l’assemblage de dimères solubles de EN en un réseau fibrillaire dense insoluble au
déoxycholate (McKeown-Longo and Mosher 1983). La matrice de EN est organisée
par les cellules qui la synthétisent, la dégradent, l’endocytent et la réarrangent pour
obtenir un dense réseau de fibrilles interconnectées qui procureun environnement
dynamique à la cellule (Hynes 1999). Les fibrilles de EN se forment uniquement à la
surface des cellules grâce à l’activité de certains récepteurs membranaires comme
les intégrines et les syndécans (Mosher 1995; Woods and Couchman 2001). Cette
régulation protège l’organisme contre la formation de fibrilles de FN dans la
circulation sanguine provenant de la EN circulante.
1.3.1 Le rôle des intégrines et des structures d’adhésion
La EN se lie à une douzaine de type d’intégrines différentes (Plow, Haas et al.
2000). L’intégrine qui interagit le plus souvent avec la EN est l’intégrine a5l, cette
liaison est impliquée dans la fibrillogénèse de la EN (Wennerberg, Lohikangas et al.
1996). La transfection de cellules CHO avec l’intégrine Œ5131 stimule l’assemblage de
la matrice de EN (Wu, Bauer et al. 1993) alors que les anticorps monoclonaux
dirigés contre a5 ou J31 inhibent son assemblage (Eogerty, Akiyama et al. 1990).
L’expression d’une chimère contenant le domaine cytoplasmique de l’intégrine f31 et
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la forme tronquée de l’intégrine f31 agissent comme des dominants négatifs de la
fibrillogénèse de la FN (LaFlamme, Thomas et al. 1994; Wu, Keivens et al. 1995).
Cette interaction s’effectue au niveau de la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) du
domaine 11110 de la EN (Ruoslahti and Pierschbacher 1987; Hynes 1992) et par le
domaine “synergique” dont la séquence est Pro-His-Ser-Arg-Asn (PHSRN) qui est
localisée dans le module adjacent IIIg de la EN (Nagai, Yamakawa et al. 1991).
L’intégrine Œ5f31 peut également se lier aux domaines Iig et 1112 de la région N-
terminale. Les intégrines Œvf33 et ŒTIbf33 lient aussi le domaine RGD et initie la
fibrillogénèse dans les cellules CHO (Wu, Keivens et al. 1995; Wu, Hughes et al.
1996).
D’autres mécanismes de liaison indépendants du domaine RGD ont été
décrit. Des études effectuées sur des cellules extraites des souris knock-out pour
l’intégrine Œ5 ont montré que dTautres molécules étaient capables de substituer le
rôle de l’intégrine a5f31 dans la formation de la matrice de EN (Yang, Rayburn et al.
1993). La surexpression des intégtines a4f31 dans les cellules CHO déficientes pour
Œ5 (qui ne forment pas de fibrilles de EN) permet d’initier la fibrillogénèse de la FN
indépendamment du domaine RGD via sa liaison à la région épissée alternativement
V (Sechler, Cumiskey et al. 2000).
Toutefois, la liaison de l’intégrine avec la FN n’est pas toujours suffisante pour
initier la fibrillogénèse de la EN. L’étude de souris knock-out pour f31 a montré que
les intégrines Œvf33 étaient capables de se lier à la EN mais formaient peu de fibrilles
de EN (Wennerberg, Lohikangas et al. 1996). L’intégrine Œvf3l favorise l’adhésion
des cellules à un substrat de EN sans pourtant permettre la fibrillogénèse de la EN
(Zhang, Morla et al. 1993; Wu, Keivens et al. 1995).
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La EN dimérique est soluble et présente une conformation repliée qui
empêche son assemblage sous la forme de fibrilles (Rocco, Carson et al. 1983). La
liaison des dimères de EN avec les intégrines, distribuées de façon diffuse à la
surface de la cellule, va provoquer d’une part le regroupement des intégrines au
niveau des contacts focaux d’adhésion et d’autre part le dépliement du dimère de EN
et l’exposition de domaines cryptiques impliqués dans la liaison des molécules de
EN entre elles (Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003). Les changements
de conformation du dimère de EN au moment de son incorporation aux fibrilles de
EN ont été montrés grâce à la technique de transfert d’énergie par fluorescence
(ERET) (Baneyx, Baugh et al. 2001).
La EN possède quatre sites cryptiques qui permettent la liaison des dimères
de EN entre eux. Chacun de ces sites interagit avec le domaine N-terminal de 70
kDa aussi nommé domaine d’assemblage de la FN. Ce domaine d’assemblage
interagit avec les domaines 11l12, llI (dénaturé par la chaleur), l111214 (le domaine de
liaison à l’héparine), et avec une combinaison des domaines 11112 et llI dénaturés
(Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003). Des interactions ont aussi été
observées entre les domaines IIl et 1117 et les domaines 1111214 et 1I123 (Pankov and
Yamada 2002). Toutefois, l’ordre dans lequel s’effectuent ces liaisons in vivo n’a pas
encore été déterminé.
L’organisation des structures d’adhésion est impliquée dans la fibrillogénèse
de la FN. La translocation de la EN le long des fibrilles d’adhésion permet
l’allongement des fibrilles de FN par l’ajout de nouveaux dimères de EN au niveau
des contacts focaux d’adhésion et/ou le long de la fibrille de EN (Pankov, Cukierman
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et al. 2000; Zamir, Katz et al. 2000; Ohashi, Kiehart et al. 2002). Ce mécanisme
semble dépendre de l’expression de la tensine et de FAK (Pankov, Cukierman et al.
2000; Hic, Kovacic et al. 2004). L’expression de la forme dominante négative de la
tensine inhibe la translocation des intégrines le long des fibrilles d’adhésion et la
fibrillogénèse de la EN sans affecter la formation des contacts focaux d’adhésion
(Pankov, Cukierman et al. 2000). L’expression de la protéine FAK joue un rôle très
important dans la fibrillogénèse de la FN. In vivo, la perte de son expression est
létale au niveau embryonnaire (Furuta, Ilic et al. 1995) comme c’est le cas de la EN
(George, Georges-Labouesse et al. 1993). In vitro, la perte de son expression inhibe
la fibrillogénèse de la EN (Ilic, Kovacic et al. 2004). Les protéines effectrices de la
voie de signalisation de EAK, Src et P13-K (Schlaepfer, Hauck et al. 1999), sont
impliquées dans les étapes précoces de la fibrillogénèse de la EN. Les cellules SYF
qui n’expriment pas la kinase Src et les cellules traitées avec des inhibiteurs de Src
et de P13-K montrent une nette diminution de l’assemblage de la MEC de EN et de
l’incorporation du domaine N-terminal de 70 kDa à la matrice (Wierzbicka
Patynowski and Schwarzbauer 2002).
1.3.2 Le rôle du cytosquelette d’actine
La fibrillogénèse de la EN est un mécanisme qui nécessite l’intervention
active de la cellule. La tension que la cellule va appliquer sur les fibrilles de EN via
les intégrines va permettre d’augmenter l’incorporation des dimères dans la matrice
(Wu, Keivens et al. 1995).
Les petites unités de la famille Rho régulent l’organisation du cytosquelette
d’actine mais aussi la fibrillogénèse de la FN (Zhang, Checovich et al. 1994). La
stimulation de la petite GTPase Rho-A par l’acide lysophosphatitique, la
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microinjection de la forme recombinante de Rho constitutivement active, ou un
traitement des cellules avec le nocodazole (drogue qui dépolymérise les
microtubules) aura pour effet de stimuler à la fois la formation des fibres de stress
d’actine via la voie de contraction acto-myosine et la fibrillogénèse de la EN (Zhang,
Checovich et al. 1994; Zhang, Magnusson et al. 1997; Zhong, Chrzanowska
Wodnicka et al. 1998). De la même façon l’expression de la C3 transférase, qui
inhibe la petite GTPase Rho, va inhiber la liaison des dimères de la EN et du
domaine de N-terminal de 70 kDa sans vraiment affecter l’activation des intégrines
(Zhong, Chrzanowska-Wodnicka et al. 1998). La contraction induite par l’activation
de la petite GTPase RhoA favoriserait l’ajout de nouveaux dimères de EN à la
matrice en générant des tensions qui permettent leur dépliement et l’exposition de
leurs sites cryptiques de liaison. L’utilisation d’une FN-GFP (FN recombinante liée à
une green fluorescent protein) a montré que les fibrilles de FN sont élastiques et
étirables et que la cellule applique des tensions sur la EN (Ohashi, Kiehart et al.
1999).
1.3.3 Le rôle des protéoglycans
La fibrillogénèse de la EN est également liée à l’expression des
protéoglycans (Chung and Erickson 1997) et en particulier à celle des syndécans qui
sont des protéoglycans transmembranaires qui lient la EN (Mercurius and Morla
2001). Le Syndécan-2, qui est le syndécan principalement exprimé par les
fibroblastes, semble avoir un effet régulateur sur la fibrillogénèse de la EN (Klass,
Couchman et al. 2000). L’expression d’un mutant de syndécan-2, dont une partie de
la queue cytoplasmique est tronquée, a un effet dominant négatif sur la formation de
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la matrice de EN et de laminine (Klass, Couchman et al. 2000). Le Syndécan-4
semble jouer un rôle plus direct sur la fibrillogénèse de la EN. Il coopère avec les
intégrines pour réguler l’adhésion cellulaire de façon dépendante de Rho, l’étalement
et l’organisation du cytosquelette d’actine (Saoncella, Echtermeyer et al. 1999). La
liaison de l’intégrine Œ51 avec syndécan-4 augmente l’activité de Rho et l’état de
phosphorylation de EAK (Wlcox-Adelman, Denhez et al. 2002). Syndécan-4 peut
aussi agir sur la PKC via la liaison de son domaine cytoplasmique (Horowitz and
Simons 1998). L’activation de la PKC par des facteurs de croissance comme I’ EGE





Figure 8: Représentation schématique d’un modèle d’assemblage de la matrice de fibronectine
(fN). (A) La liaison du dimère de EN au niveau des intégrines distribuées de façon diffuse à
la surface des cellules provoque le regroupement des intégrines au niveau de complexe
d’adhésion et la colocalisation avec différentes protéines comme la taline (ovale blanc) et la
focal adhesion kinase (EAK) (rectangle rouge). L’autophosphorylation de FAK recrute la
protéine de signalisation intracellulaire Src (le cercle rose), ces deux kinases régulent les
étapes précoces d’assemblage. (B) Le regroupement des intégrines et son rapprochement
avec les syndécans (les barres noires et grises) sont associés avec l’organisation du
cytosquelette d’actine (la ligne verte) et l’activation de molécules de signalisation incluant
Ras/MAP kinase (orange), les Rho GTPase (violet) et la PKC (bleu). Les voies de
signalisation renforcent l’organisation du cytosquelette d’actine et des complexes focaux
d’adhésion. Les forces contractiles aident à convertir les dimères de EN repliés inactifs







concentration des dimères de FN actifs au niveau des sites de regroupement des intégrines
favorise l’interaction entre les molécules de FN et l’assemblage des fibrilles. La colocalisation
de syndécan-4 avec les points focaux d’adhésion va augmenter le niveau d’activité de la
petite protéine G RhoA et de la protéine PKC et renforce la fonction des points focaux
d’adhésion. Beaucoup de ces voies de signalisation semblent retourner aux intégrines (feed
back) renforçant les connections entre le recrutement de composants supplémentaires et
l’activation de signaux. Ensemble, la combinaison de l’activation du cytosquelette d’actine et
des signaux intracellulaires, permettent la formation des fibrilles de EN à la surface de la
cellule. Au fur et à mesure que les fibrilles de FN s’allongent et que des dimères de FN sont
incorporés aux fibrilles, les composants intracellulaires se redistribuent entre les points
focaux d’adhésion et les fibrilles d’adhésion. En culture, ces deux types de structures
d’adhésion se différencient par la présence de la paxilline (ovale rose) versus celle de la
tensine (rectangle jaune). La complexité de la matrice provient, en partie, des nombreux
partenaires de liaison de la FN qui permettent l’option de différents types d’alignement pour
les dimères qui donnent des variations dans la combinaison et l’organisation des fibrilles.
Figure extraité de l’article (Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003).
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2 L’AMf/PGI ET SON RÉCEPTEUR L’AMf-R
2.1 L’AMFIPGI
LAME est une cytokine qui fut initialement identifiée dans le milieu
conditionné de cellules A2058 de mélanomes humains. Elle fut caractérisée pour
ses capacités à induire la migration des cellules tumorales de façon autocrine et
paracrine en se liant à son récepteur lAME-R (Liotta, Mandler et al. 1986; Silletti,
Watanabe et al. 1991; Watanabe, Carmi et al. 1991).
Des études ont par la suite démontré que l’AMF était une moonlighting
protein, une protéine dont la fonction changeait avec sa localisation cellulaire
(Jeffery 1999). En effet, l’AMF possède la même séquence codante que la PGI aussi
nommée phosphohexose isomérase (PHI), la neuroleukine (NLK) et le facteur de
maturation (ME) (Chaput, Claes et al. 1988; Eaik, Walker et al. 1988; Watanabe,
Takehana et al. 1996; Xu, Seiter et al. 1996; Niinaka, Paku et al. 1998). La PGI est
une enzyme glycolytique cytosolique qui catalyse la conversion du glucose-6-
phosphate en fructose-6-phosphate au cours de la glycolyse. La NLK est un facteur
neurotrophique qui favorise la croissance et la survie des neurones spinaux et
sensoriels ainsi que des lymphocytes B (Gurney, Apatoif et al. 1986), et ME induit la
différenciation des cellules myéloïdes humaines en monocytes terminaux (Xu and
Chiao 1996). Et plus récemment, lAME a été identifiée comme étant un inhibiteur de
sérine protéinase liée aux myofibrilles (Cao, Osatomi et al. 2000). L’AME possède
donc différentes fonctions déterminées par son environnement.
2.1.1 La structure de 1’AMf/PGI
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L’AMF/PGI est une enzyme exprimée de façon ubiquitaire, d’un poids
moléculaire apparent de 55 kDa et de 64 kDa en conditions non dénaturantes et
dénaturantes respectivement (Silletti, Watanabe et al. 1991).
Les structures cristallographiques de la PGI de mammifère et de bactérie
Bacillus stearothermophilus montrent que le site actif de l’enzyme a été conservé au
cours de l’évolution (Sun, Chou et al. 1999; Chou, Sun et al. 2000), les différences
existantes se situent surtout au niveau des régions plus périphériques de la protéine
(Arsenieva, Hardre et al. 2002; Tanaka, Haga et al. 2002).
La PGI de lapin, comme l’AMF endogène, stimule la motilité des cellules
transformées en se liant à son récepteur (Le, Benlimame et al. 2000; Amraei and
Nabi 2002). La motilité induite par l’activité cytokine de l’AMF/PGI est inhibée par les
inhibiteurs de l’activité enzymatique de la PGI, les phosphates de carbohydrates, le
5PA et le BAP (Watanabe, Takehana et al. 1996; Chou, Sun et al. 2000). Ce qui
suggère que le site de liaison des sucres doit être à proximité du site enzymatique
de la PGI.
Toutefois, seule la PGI de mammifère possède une activité cytokine. Les PGI
de bactérie et de levure ne font pas compétition au niveau de la liaison de la PGI de
mammifère avec son récepteur l’AMF-R et seule la PGI de mammifère est
endocytée par les cellules NIH-3T3 (Amtaei and Nabi 2002). Le site actif ne semble
donc pas être suffisant pour donner à la protéine son activité cytokine et cette
activité paraît être spécifique de la PGI de mammifère (Amraei and Nabi 2002). Une
autre étude avait déjà démontré que la PGI bactérienne pouvait stimuler la motilité
des cellules CT-26 (Sun, Chou et al. 1999; Chou, Sun et al. 2000). Cette différence
pourrait être expliquée par l’utilisation de différentes lignées cellulaires. L’utilisation
d’une protéine recombinante de la PGI, qui a perdu son activité enzymatique, a
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montré que la perte de l’activité enzymatique de la protéine n’affectait pas sa liaison
à son récepteur ni son activité de cytokine (Tsutsumi, Gupta et al. 2003). Ces
résultats, obtenus avec une technique plus spécifique que l’utilisation d’inhibiteur
(Watanabe, Takehana et al. 1996; Chou, Sun et al. 2000), confirment que l’activité
enzymatique de la PGI n’est pas essentielle à sa fonction de cytokine.
2.1.2 L’importance physiologique de 1’AMF/PGI
Des formes mutées de la PGI ont été identifiées chez des patients atteints
d’anémie hémolytique, une conséquence de la diminution de l’activité glycolytique
des érythrocytes (Beutler, West et al. 1997; Kugler, Breme et al. 1998). Certaines de
ces mutations sont aussi associées avec des déficiences neurblogiques ce qui
suggère qu’elles affectent également la fonction cytokine extracellulaire de l’enzyme
(Kugler, Breme et al. 1998).
Une concentration élevée d’anticorps dirigés contre la PGI a été détectée
dans le sérum et le fluide synovial chez 64% des patients atteints de la maladie de
l’arthrite rhumatoïde (RA) suggérant que la PGI pourrait agir comme antigène auto
pathogénique dans cette maladie (Schaller, Burton et al. 2001; Matsumoto, Maccioni
et al. 2002).
La PGI serait également impliquée dans les modes de reproduction des
mammifères. Des études ont démontré un rôle de la PGI dans l’agglutination des
spermatozoïdes (Yakirevich and Naot 2000) et elle serait également sécrétée par le
corpus lutéum durant les étapes précoces de l’embryogenèse chez le furet (Schulz
and Bahr 2003; Schulz and Bahr 2004). Les auteurs ont proposé que sa forte
sécrétion par le corpus lutéum dans la circulation sanguine pourrait agir à distance
au niveau du trophoblaste ou de l’utérus pour favoriser l’implantation des embryons
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en agissant au niveau de la motilité et de l’invasivité des cellules embryonnaires
(Schulz and Bahr 2003; Schulz and Bahr 2004).
L’augmentation de l’expression de l’AMF/PGI et de son récepteur lAME-R au
niveau des neurones de l’hippocampe suggère que ces protéines joueraient
également un rôle dans les mécanismes d’apprentissage et de mémorisation chez le
rat (Leclerc, Vallée et al. 2000; Luo, Long et al. 2002). Une réduction de l’expression
de la neuroleukine et de l’AMF-R est observée chez les rats plus âgés et ceux qui
ont des difficultés d’apprentissage (Luo, Long et al. 2002).
2.1.3 La sécrétion de 1’AMF/PGI
L’AMF/PGI est exprimée dans les cellules normales et transformées mais
seules les cellules transformées surexpriment et sécrètent l’AMF (Liotta, Mandler et
al. 1986; Niinaka, Paku et al. 1998). Les mécanismes de sécrétion de lAME sont
encore peu compris car lAME ne possède pas de peptide signal de sécrétion et la
séquence de l’ADNc de l’AMF/PGI trouvée dans les cellules normales est identique
à celle trouvée dans les cellules cancéreuses ce qui suggère que sa sécrétion par
des cellules néoplasiques est indépendante d’une mutation ou d’un épissage
alternatif et qu’elle s’effectuerait par une voie non classique de sécrétion (Niinaka,
Paku et al. 1998). Des études récentes ont démontré que l’AMF sécrétée est
phosphorylée sur la sérine 185 par une protéine caséine kinase, Il a été proposé que
cette phosphorylation serait associée à sa sécrétion (Haga, Niinaka et al. 2000).
2.2 Le récepteur du facteur autocrine de motilité. I’AMF-R
L’activité stimulatrice de lAME est permise par sa liaison à son récepteur,
lAME-R, aussi nommé gp78, qui est une glycoprotéine de 78 kDa (Nabi, Watanabe
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et al. 1990; Silletti, Watanabe et al. 1991). L’AMF-R est exprimé au niveau de la
membrane plasmique des cellules et au niveau d’un sous-compartiment du réticulum
endoplasmique lisse (REL), les tubules AMF-R (Abdel-Nabi, Kadry et al. 1992;
Benlimame, Simard et al. 1995; Wang, Benlimame et al. 1997; Benlimame, Le et al.
1998). La nature de ce compartiment intracellulaire, fortement marqué avec des
anticorps dirigés contre lAME-R et vers où l’AMF était endocyté (Benlimame, Le et
al. 1998), a été déterminée grâce à l’utilisation d’anticorps dirigés contre différents
compartiment intracellulaires. Des études en microscopie à fluorescence ont
démontrées que les tubules AMF-R sont des organelles distincts des endosomes et
des lysosomes car ils ne sont pas marqués avec le récepteur de la transferrine qui
marque les endosomes et avec lamp-2 qui marque les lysosomes. Les études en
microscopie électronique ont démontré que l’AMF-R était concentré au niveau de
tubules lisses qui étaient en prolongement avec du RER identifiés grâce à la
présence des ribosomes. Toutefois, les tubules AMF-R ne colocalisaient pas avec
les marquages de f3-COP qui marque l’appareil de Golgi, de ERGIC-53 qui marque
le RE de transition ni avec celui de la calnexine qui marque le RER (Benlimame,
Simard et al. 1995; Wang, Benlimame et al. 1997) (Figure 9). Des études utilisant
l’illimaquinone, une drogue qui provoque la vésicularisation de l’appareil de Golgi
(Takizawa, Yucel et al. 1993), ont montré que dans ces conditions les tubules AMF
R adoptaient une morphologie fenêtrée typique du REL. Les tubules AMF-R
semblent donc constituer un sous-compartiment du REL (Wang, Benlimame et al.
1997).
Les tubules AMF-R sont fortement associés aux mitochondries et cette
association est régulée par la concentration calcique cytosolique (Benlimame,
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Simard et al. 1995; Benlimame, Le et al. 1998; Wang, Guay et al. 2000) (Figure 9).
Sachant que le REL et les mitochondries sont des compartiments cellulaires
impliqués dans la régulation de l’homéostasie calcique de la cellule (Golovina and
Blaustein 1997) il se pourrait que les tubules AMF-R soient des compartiments
spécialisés du REL impliqués dans cette fonction.
Une étude effectuée à partir de différentes lignées de cellules de carcinomes
à différents degrés de métastasie a révélé qu’il existe différents types de récepteurs
AMF-R qui diffèrent par leur affinité (Niinaka, Haga et al. 2002). Cette étude a mis en
évidence l’expression de 2 types de récepteurs: un récepteur à haute affinité et un
récepteur à faible affinité pour l’AMF. Le récepteur à faible affinité semble être lié
aux mécanismes de la métastasie induite par l’AMF car il est trois fois plus exprimé
dans les cellules les plus invasives, alors que l’expression du récepteur à haute
affinité reste constante entre les différentes lignées cellulaires étudiées (Niinaka,

















Figure 9: Image de microscopie électronique illustrant le rapprochement des tubules AMF-R
avec les mitochondries. Les cellules MDCK ont été marquées en post-enrobage avec un
anticorps primaire dirigé contre lAME-R et un anticorps secondaire portant des billes d’or.
Le marquage de lAMF-R est désigné par les flèches. Image tirée de l’article (Wang, Guay et
al. 2000).
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2.2.1 L’AMF-R est une ubiquitine ligase E3
La séquence codante de l’AMF-R est hautement conservée et semble coder
pour une protéine à 7 domaines transmembranaires (Shimizu, Tani et al. 1999) dont
la partie C-terminale contient les séquences consensus des domaines RING finger
et Cue qui sont des domaines impliqués dans la voie de dégradation des protéines
ubiquitinées (Fang, Ferrone et al. 2001).
La dégradation associée au RE (ERAD) est un mécanisme par lequel les
protéines qui sont mal repliées ou mal assemblées durant leur biosynthèse au
niveau du RE seront dégradées par le système ubiquitine/protéosome avant d’être
exportées vers d’autres compartiments cellulaires (Bonifacino and Weissman 1998;
Plemper and Wolf 1999). Cette dégradation nécessite l’ajout d’une chaîne
d’ubiquitine sur la protéine cible. La protéine ubiquitinée sera dégradée au niveau du
complexe protéique protéasome 26S (Wiertz, Tortorella et al. 1996).
L’ubiquitination implique 3 classes de protéines différentes qui vont
coordonner la liaison covalente de l’ubiquitine sur des protéines cibles: El (ubiquitin
activating enzymes), E2 (ubiquitin-conjugatin enzymes ou ubcs) et E3 (ubiquitin
protein ligases). Au cours du processus d’ubiquitination, El active l’ubiquitine d’une
manière dépendante de l’ATP et forme un lien thio-ester entre un résidu glycine de
l’extrémité C-terminale de l’ubiquitine et El. Ensuite, de façon séquentielle, une
liaison thio-ester s’effectue entre l’extrémité C-terminale de l’ubiquitine et des résidus
cystéines spécifiques des enzymes E2 et E3. La dernière étape est catalysée par
E3, qui lie l’extrémité C-terminale activée de l’ubiquitine à un groupe de résidus
lysines E-aminés de la protéine cible ou avec une autre chaîne d’ubiquitine ce qui
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donne naissance à une chaîne poly-ubiquitinée. La protéine ubiquitinée sera ensuite
ciblée vers le protéosome ou vers les lysosomes si c’est une protéine membranaire
(Bonifacino and Weissman 1998; Plemper and Wolf 1999).
Il existe deux classes majeures de protéines E3: les protéines E3 qui
possèdent un domaine HECT et celles qui possèdent un domaine RING finger
(Hershko and Ciechanover 1998; Joazeiro and Weissman 2000; Weissman 2001).
Les protéines E3 HECT acceptent l’ubiquitine de l’enzyme de conjugaison de
l’ubiquitine E2 et forment une liaison thio-ester avec l’ubiquitine. L’ubiquitine est
ensuite transférée à la protéine cible. A l’inverse, les protéines E3 qui possèdent un
domaine RING finger lie E2 et semblent effectuer un transfert direct de l’ubiquitine
depuis E2 vers la protéine cible.
Le domaine Cue (factor for coupling of ubiquitin conjugation to ER
degradation) permet le recrutement des enzymes El et E2 à la membrane du RE
(Biederer, Volkwein et al. 1997).
L’AMF-R exprimé au niveau des tubules AMF-R aurait une fonction de ligase
E3 grâce à la présence de ses domaines RING finger et Cue qui lui ont permis de
recruter la protéine E2: MmUBC7 (Fang, Ferrone et al. 2001) et de dégrader
l’apolipoprotéine BlOC (Liang, Kim et al. 2003). L’AMF-R serait lui aussi dégradé par
la voie protéosomale via son auto-ubiquitination (Fang, Ferrone et al. 2001).
2.3 Le complexe AMFIAMF-R
La liaison de lAME à son récepteur l’AMF-R induit l’activation d’une protéine G
trimérique sensible à la toxine pertussique (PT) (Watanabe, Carmi et al. 1991), la
stimulation de la phospholipase C (Kohn, Liotta et al. 1990), de la PKC et la
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production du métabolite de la lipoxygenase, le 12(S)-HETE (Timar, Silletti et al.
1993; Silletti, Timar et al. 1994). De plus, l’AMF stimulerait la phosphorylation de
MEK1, MEK2 (Torimura, Ueno et al. 2001) et de JNK (JNK1 et JKN2) (Tsutsumi,
Gupta et al. 2002).
Des études dans notre laboratoire ont montré que le complexe AMF/AMF-R
était endocyté dans les cellules NIH-3T3 par deux voies distinctes: une voie médiée
par les cavéoles et une voie médiée par des vésicules recouvertes de clathrine
(Figure 11).
La première voie d’endocytose est effectuée par les cavéoles qui endocytent
l’AMF vers les tubules AMF-R (Benlimame, Le et al. 1998; Le, Guay et al. 2002; Le
and Nabi 2003).
Les cavéoles sont des vésicules plasmalémales lisses riches en cholestérol
et en cavéoline (Couet, Belanger et al. 2001; Fielding and Fielding 2001). La
dynamine est une GTPase de lOOKda impliquée, entre autres, dans les mécanismes
d’endocytose médiée par les vésicules recouvertes de clathrine (van der Bliek,
Redelmeier et al. 1993; Damke, Baba et al. 1994) et l’internalisation des cavéoles
(Henley, Krueger et al. 1998).
Le marquage de l’AMF-R a montré, que lAME-R exprimé à la surface des
cellules, colocalisait partiellement avec la cavéoline (Benlimame, Simard et al. 1995;
Le, Guay et al. 2002). De plus, l’internalisation de lAME vers le RE était bloquée par
le mf3CD (une drogue qui extrait le cholestérol et qui affecte les cavéoles (RodaI,
Skretting et al. 1999)), par l’expression d’une forme dominante négative de la
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dynamine, la dynK44A, et par l’expression de la cavéoline-1. Ces études ont montré
que l’internalisation du complexe AMF/AMF-R vers le RE était dépendante de la voie
d’endocytose des cavéoles et qu’elle était négativement régulée par la
surexpression de la cavéoline-1 (Le, Benlimame et al. 2000; Le, Guay et al. 2002).
La quantification du taux d’AMF a montré que l’endocytose de l’AMF vers le RE était
plus importante dans les cellules transformées en comparaison avec les cellules
NIH-3T3 contrôles (Le, Guay et al. 2002). Cette endocytose pourrait être impliquée
dans l’acquisition des propriétés invasives qui sont liées à l’expression de l’AMF et
de lAME-R.
La seconde voie d’endocytose est effectuée par les vésicules recouvertes de
clathrine qui endocytent l’AMF vers des corps multivésiculaires (MVBs), puis le
recycle vers des fibrilles de FN à la surface des cellules (Le, Benlimame et al. 2000).
Les MVBs sont des compartiments intermédiaires entre les endosomes précoces et
les endosomes tardifs, impliqués dans les mécanismes de recyclage des protéines
membranaires (Dunn, Connolly et al. 1986; Gruenberg, Griffiths et al. 1989), qui sont
facilement identifiables en microscopie électronique car ils possèdent une
membrane limitante et de multiples vésicules internes (Felder, Miller et al. 1990).
Cette voie d’endocytose n’était pas sensible au traitement des cellules avec le
mr3CD et était inhibée par l’acidification du milieu extracellulaire et l’expression de la
dynK44A. Ces observations ont permis de confirmer que cette voie d’endocytose
était dépendante des vésicules recouvertes de clathrine (Le, Benlimame et al. 2000;
Le, Guay et al. 2002). Les études en microscopie à fluorescence ont montré que
l’AMF était endocytée vers un compartiment qui n’était pas marqué avec le récepteur
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à la transferrine (endosomes précoces) (Hopkins and Trowbridge 1983), ni avec
lamp-1 (endosomes tardifs) (Le, Benlimame et al. 2000). La microscopie
électronique a permis d’identifier ce compartiment comme étant des MVBs (Figure
10). L’incubation des cellules à 20°C bloque le transport entre les endosomes
précoces et les endosomes tardifs (Dunn, Hubbard et al. 1980; Hopkins and
Trowbridge 1983) et le nocodazole est une drogue qui dépolymérise les
microtubules et affecte les voies plus tardives d’endocytose (Gruenberg, Griffiths et
al. 1989; Aniento, Emans et al. 1993). Le fait que le recyclage de I’AMF vers les
fibriHes de FN était inhibé par l’incubation des cellules à 20°C mais pas par le
nocodazole, a permis de confirmer que l’AMF recyclé à la surface des cellules
provenait des .MVBs et pas d’un compartiment endocytique plus tardif (Le,
Benlimame et al. 2000). II a été proposé que le recyclage de l’AMF vers la matrice
de FN pourrait être impliqué dans la formation de nouveaux sites d’attachement de
la cellule ou dans le remodelage de la matrice de EN au cours de la motilité

































figure 10: Microscopie électronique de l’AMF intemalisé dans un corps multivésiculaire. Les
cellules NIH-3T3 ont été incubées en présence dAME lié à de la biotine (bAMF). Les têtes
de flèches désignent le bAMF qui a été marqué en post-enrobage avec de la streptavidine
liée à des billes dot. N: noyau. L’échelle: 0.5 pm. Image tire de l’article (Le, Benlimame et al.
2000).
f igure 11: Les deux voies d’internalisation du complexe AMF/AMf-R. Le complexe
AMF/AMF-R est internalisé par une voie indépendante des clathrines médiée par les
cavéoles et une voie dépendante des clathrines vers les corps multivésiculaires et recyclé
vers la matrice de EN.
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2.3.1 L’importance de 1’AMf et de 1’AMF-R dans le cancer
LAME et l’AMF-R sont tous deux surexprimés dans les cellules malignes et
leur niveau d’expression est associé avec la formation des tumeurs et des
métastases (Watanabe, Carmi et al. 1991; Nakamori, Watanabe et al. 1994;
Takanami, Takeuchi et al. 1998; Taniguchi, Yonemura et al. 1998; Takanami,
Takeuchi et al. 2001; Takanami, Takeuchi et al. 2002).
La concentration d’AMF est très élevée dans le sérum et l’urine de patients
atteints des cancers de la vessie, gastro-intestinal, colorectal, du sein, du poumon et
du rein (Bodansky 1954; Baumann and Brand 1990; Baumann, Kappel et al. 1990;
Guirguis, Javadpouret al. 1990; Filella, Molina et al. 1991; Patel, Rawal et al. 1995).
Son apparition dans le sérum corrèle avec le développement de métastases et peut
être utilisée comme outil de pronostic pour la détection des tumeurs malignes
(Schwartz 1973; Baumann, Kappel et al. 1990; Guirguis, Javadpour et al. 1990). La
surexpression de l’AMF/PGI dans les cellules NIH-3T3 induit la sécrétion de l’AMF et
active la prolifération cellulaire, la transformation et la tumorigénicité chez les souris
nues in vivo (Tsutsumi, Hogan et al. 2003). Toutefois, la stimulation de la motilité
induite par la surexpression de lAME dépend de l’expression de l’AMF-R
(Yanagawa, Watanabe et al. 2004).
L’expression de lAME-R corrèle avec la malignité du cancer de la vessie, du
colon et des tumeurs gastriques (Nakamori, Watanabe et al. 1994; Otto, Birchmeier
et al. 1994; Hirono, Fushida et al. 1996). L’expression de l’AMF-R est associée avec
l’acquisition des propriétés motiles et métastasiques des cellules tumorales (Silletti,
Paku et al. 1996; Takanami, Takeuchi et al. 2001; Takanami, Takeuchi et al. 2002).
En culture cellulaire, l’expression de l’AMF-R est diminuée par le mécanisme
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d’inhibition par contact dans les fibroblastes A31-3T3 (Silletti and Raz 1993) et
augmentée après la transformation virale des cellules épithéliales MDCK (Simard
and Nabi 1996).
2.3.1.1 Le rôle de I’AMF/PGI et de I’AMF-R dans la migration cellulaire
La liaison de lAME à son récepteur, l’AMF-R, stimule la motilité et l’invasivité
des cellules tumorales de façon directionnelle ou aléatoire (Liotta, Mandler et al.
1986; Silletti, Watanabe et al. 1991; Silletti, Paku et al. 1996). Cette stimulation se
traduit par une augmentation de l’expression des intégrines Œ5f31 et ŒIIb3 dans les
cellules métastasiques de mélanomes (Timar, Trikha et al. 1996) et de l’intégrine J31
dans les hépatomes (Torimura, Ueno et al. 2001).
L’AMF stimule également la formation des fibres de stress d’actine via l’activation
de RhoA et Rad mais n’agit pas sur Cdc42 dans les cellules d’hépatomes et les
cellules humaines A375 de mélanome (Torimura, Ueno et al. 2001; Tsutsumi, Gupta
et al. 2002).
Les MMP5 sont des protéines importantes des processus migratoires et
métastasiques des cellules tumorales car elles sont impliquées dans la dégradation
de la MEC et de la membrane basale (Matrisian 1992). L’incubation des cellules
d’hépatomes en présence d’AMF stimule la sécrétion des métalloprotéases MMP-2
et MMP-3 (Torimura, Ueno et al. 2001; Yu, Liao et al. 2004). Ce qui confirme
l’importance de l’AMF dans l’induction des phénotypes métastasiques.
2.3.1.2 L’.4MF/PGI favorise Pangiogenèse et protège les cellules contre
Papoptose
Lorsque les tumeurs solides grossissent, certaines zones ne sont plus irriguées
par la circulation sanguine et deviennent hypoxiques (Graeber, Osmanian et al.
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7996). La formation de nouveaux vaisseaux est donc requise pour la croissance des
tumeurs au niveau de leurs sites primaires et secondaires et donne une porte de
sortie pour la dissémination des cellules tumorales dans la circulation sanguine
(Nangia-Makker, Baccarini et al. 2000). L’hypoxie favorise l’expression du facteur de
transcription HIE-1 ainsi que l’induction de nombreux gènes qui régulent
l’angiogenèse, la croissance des tumeurs et les métastases. Des études ont montré
que dans le cas du cancer du pancréas, l’expression du gène de l’AMF/PGI était
induite par l’hypoxie (Yoon, Buchier et al. 2001) et que cette expression favorisait
l’angiogenèse (Funasaka, Haga et al. 2001) et aurait une activité anti-apoptotique
sur les cellules tumorales (Haga, Funasaka et al. 2003).
Le VEGF est un facteur de croissance angiogénique très étudié (Veikkola,
Karkkainen et al. 2000). Des études ont montré que les cellules endothéliales de
veines humaines HUVEC cultivées en 3 dimensions dans un gel de collagène en
présence dAME expriment plus de VEGF et de son récepteur le VEGE-R, et elles
forment des structures tubulaires ressemblant à des capillaires (Eunasaka, Haga et
al. 2001; Funasaka, Haga et al. 2002). L’AMF posséderait donc également, une
activité paracrine angiogénique (Funasaka, Haga et al. 2001)
Des études récentes ont montrées que lAME possède également une activité
anti-apoptotique (Haga, Funasaka et al. 2003). En effet des études réalisées dans
les cellules HT-1080 qui expriment un haut niveau dAME ont montré que lAME
inhibe l’expression des gènes de Apaf-1 et de la caspase-9, deux protéines
impliquées dans la cascade apoptotique reliée à la voie des mitochondries (Haga,
Eunasaka et al. 2003). La perte de ces facteurs apoptotiques dans les cellules
cancéreuses protège ces cellules contre l’apoptose induite par l’activité de p53
(Soengas, Capodieci et al. 2001). Toutefois, la régulation de l’expression des gènes
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des protéines Apaf-1 et de caspase-9 semble être différente de la voie classique de
l’AMF qui induit ta stimulation de la protéine G sensible à ta PI (qui inhibe les
protéines Gi), car l’inhibition de la PT ne rétablit pas l’expression de Apaf-1 et de la
caspase 9. Il semblerait que cette stimulation passe plutôt par les voies de la PKC,
de la P13-K et de la MAPK (Haga, Funasaka et al. 2003). L’AMF et l’AMF-R agissent
donc à différents niveaux dans l’acquisition du phénotype métastasique des cellules.
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3 MGAT5 ET LES GALECTINES
3.1 La glycosylatïon des protéines
La biosynthèse des oligosaccharides est un mécanisme crucial dans la biologie
des cellules de mammifères, qui est requise pour le bon repliement de la protéine et
la viabilité des cellules eucaryotes. La plupart des protéines sécrétées et celles
exprimées à la membrane plasmique sont glycosylées. Toutefois, associer une
relation structure/fonction à l’expression des glycans est compliqué par
l’hétérogénéité des structures et l’abondance des différentes glycoprotéines. Les
désordres congénitaux de glycosylation sont dus à des mutations hypomorphiques
qui réduisent le taux de N-glycosylation. Il en résulte de multiples malformations au
niveau des organes et des retards dans le développement (Carchon, Van
Schaftingen et al. 1999).
Il existe deux types de glycosylation, en N et en O selon le site d’ancrage.
Dans le cas des N-glycans, les sucres sont ancrés sur l’azote du groupement amide
de l’asparagine alors que dans celui des 0-glycans, les oligosaccharides sont liés
aux groupements hydroxyl d’un résidu sérine, thréonine ou de l’hydroxylysine dans
le cas du collagène. Ces deux types de structures sont très différents. Les chaînes
liées en O sont plus courtes et plus variables que celles en N, et ne contiennent la
plupart du temps qu’un, deux ou trois résidus glucidiques alors que les chaînes en N
peuvent devenir complexes et former de véritables arborisations. Nous nous
concentrerons ici sur la glycosylation en N qui commence dans la lumière du RE, en
même temps que la traduction de la protéine et se continue dans l’appareil de Golgi
(Kornfeld and Kornfeld 1985; Schachter 1986).
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3.1.1 La N-glycosylation
L’oligosaccharide précurseur, Glc3Man9GlcNAc2-PP-dolichol, maintenu à la
membrane du RE par une molécule lipidique particulière, le dolichol, est composé de
résidus N-acetylglucosamine (GIcNAc), de mannose (Man) et de glucose (GIc). Il est
transféré en bloc aux protéines, au niveau du groupement NH2 de la chaîne latérale
d’un résidu asparagine de la protéine. Ce transfert s’effectue en une seule étape
enzymatique, immédiatement après l’émergence du résidu dans la lumière du RE au
cours de la translocation protéique. Le site d’attachement a une séquence
consensus Asn-X-SerlThr, où le X peut être n’importe quel acide aminé sauf la










f igure 12: La maturation des oligosaccharides liés en N dans le réticulum endoplasmique. Le
noyau oligosaccharique lié au résidu asparagine va subit ses premières modifications au
niveau du RE. Les résidus Glucose et Mannose terminaux seront élagués du noyau
d’oligosaccharide lié en N par des enzymes glucosidases et mannosidases. Figure tirée de
(Helenius and Aebi 2001).
ER u—mannozldase I
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Selon la protéine des modifications supplémentaires, d’élagage et d’addition,
se poursuivront dans l’appareil de Golgi au cours de son déplacement depuis la
partie cis vers le réseau trans-Golgien. Ces modifications s’effectueront de façon
séquentielle et ordonnée en suivant la spécificité de chaque enzyme pour chacun de
ses sites d’action. La nature des arborisations finales permet de séparer les
glycoprotéines matures en trois familles: le type riche en mannose, qui ne contient
que des résidus mannose en plus de la structure de base; le type hybride qui
contient différents sucres; et le type complexe qui ressemble au type hybride mais
qui contient aussi des acides N-acétylneuraminiques (NANA aussi nommés acide
sialiques) (Roth 2002, Dennis et al. 2002).
3.1.2Mgat5
La /31-6N-acetylglucosaminyltransferaseV ou GIcNAc-W, dont le gène se
nomme Mgat5 pour mannoside acetyl glucosaminyl transférase 5, est une des
enzymes clé impliquées dans la formation des oligosaccharides de type complexe.
Cette enzyme agit au niveau du compartiment médian de l’appareil de Golgi. Elle
permet l’addition du branchement pl-6GIcNAc sur le groupement hydroxyle du
carbone 6 du résidu mannose de la séquence 31,2ManŒl,6Manf3l de
l’oligosaccharide en cours de maturation. L’ajout de ce branchement f31,6 va
permettre la formation d’une troisième et d’une quatrième branche au niveau des
arborisations de l’oligosaccharide (Figure 13). Ces branchements seront ensuite
prolongés, dans le compartiment trans-Golgien, par une combinaison de
groupements N-acetyllactosamine et poly-N-acetyllactosamine terminés par un
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acide sialique, un fucose ou un sulfate (Cummings, Trowbridge et al. 1982;








Figure 13: Représentation schématique des voies de maturation des N-glycans de type
complexe, dans les compartiments médians et transgolgiens. L’activité de la 3-N-
acetylglucosaminyltransferases V, TV, dont le gène se nomme Mgat5, catalyse l’ajout d’un
résidu GIcNAc sur le groupement hydroxyl du carbone 6 du résidu mannose de la séquence
minimale acceptrice 131,2ManŒl,6ManPl, qui constitue le branchement 131,6 du N-glycan.
Par l’ajout du branchement f31,6GIcNAc, l’oligosaccharide acquière un troisième et un
quatrième branchement. Ces branchements seront prolongés par des groupements
polylactosamines au cours de leur maturation. Le schéma est adapté de la figure parue dans
l’article (Dennis, Pawling et al. 2002).
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La maturation des N-glycans de type complexe est importante pour le
développement des mammifères. En effet, la perte de l’expression du gène Mgatl
est létale chez les souris au stade embryonnaire (loffe and Stanley 1994; Metzler,
Gertz et al. 1994). La perte de l’expression des gènes Mgat2 et Mgat5, qui codent
pour des GIcNAc-transférases qui agissent à des stades plus tardifs que Mgatl dans
la maturation golgienne, est viable mais entraîne de nombreux désordres
spécifiques aux tissus (Granovsky, Fata et al. 2000; Wang, Tan et al. 2001).
3.2 Les galectines
La famille des galectines regroupe un ensemble de 14 protéines qui
possèdent toutes un domaine de reconnaissance pour les carbohydrates (CRD) de
135 acides aminés ou domaine lectine avec beaucoup de similarité dans la
séquence (Hughes 2001) (Figure 14). Les galectines se lient en général aux
groupements Gal 1,3GlcNac de type I ou au Gal 1,4GlcNac de type Il mais
l’affinité la plus forte reste pour les chaînes de N-acetyllactosamine (Henrick,
Bawumia et al. 1998; Barboni, Bawumia et al. 2000; Ochieng, Furtak et al. 2004); il
s’agit donc d’un bon substrat pour les produits du gène Mgat5. La liaison des
galectines avec les groupements carbohydrates est indépendante du calcium ce qui
les différencie des lectines de type C comme la famille des sélectines (Perillo,
Marcus et al. 1998). Les galectines agissent autant au niveau intracellulaire que
extracellulaire (Hsu and Liu 2004; Ochieng, Furtak et al. 2004; Patterson, Wang et
al. 2004; Zick, Eisenstein et al. 2004), ce sont des protéines cytoplasmiques qui, une
fois sécrétées, peuvent se lier aux glycoprotéines et aux glycolipides à la surface
62
des cellules et à la MEC. Les galectines sont ainsi impliquées dans beaucoup de
mécanismes incluant la croissance cellulaire, la différenciation, l’adhésion et
l’apoptose (Ochieng, Leite-Browning et al. 1998; Perillo, Marcus et al. 1998; Hadari,
Arbel-Goren et al. 2000; Matarrese, Fusco et al. 2000; Zick, Eisenstein et al. 2004).
Toutes ces propriétés donnent aux galectines un rôle important dans la régulation du
système immunitaire et inflammatoire (Almkvist and Karlsson 2004; Hirashima,
Kashio et al. 2004; Pace and Baum 2004; Rabinovich, Toscano et al. 2004; Sato
and Nieminen 2004), dans la progression du cancer (Van Den Bruie, Caiifice et al.
2002; Bidon-Wagner and Le Pennec 2004; Grassadonia, Tinari et al. 2004;
Takenaka, Fukumori et al. 2004) et dans certains processus spécifiques du
développement (Hughes 2004; Watt, Jones et al. 2004).
L’obtention de souris Knock-out pour les galectines 1 et 3 a permis de
démontrer que la perte de l’expression de ces galectines n’est pas critique pour le
développement et la survie des souris (Colnot, Fowiis et al. 1998; Colnot, Ripoche et
al. 1998). Ces délétions n’affectent pas la survie et la fertilité des animaux et les
souris double mutants pour les galectines-1 et 3 sont viables (Colnot, Fowlis et al.
1998). Les premières études ont révélé que la perte de l’expression de la galectine-1
affecte le développement des neurones olfactifs et celui des muscles (Watt, Jones et
aI. 2004), et la perte de l’expression de la galectine-3 affecte le développement des
os ainsi que la survie et l’activation des neutrophiles et des macrophages (Poirier
2002; Sano, Hsu et al. 2003).
3.2.1 Les structures et l’assemblage des galectines
Les galectines possèdent différentes structures, certaines sont composées
d’un unique domaine CRD avec une courte séquence N-terminale (les galectines 1,
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2, 5, 7, 10, 11, 13, 14) et d’autres de deux domaines CRD non-identiques rejoints
par une courte séquence peptidique (les galectines 4, 6, 8, 9 et 12) (Bidon-Wagner
and Le Pennec 2004; Leffler, Carlsson et al. 2004) (Figure 14). La galectine-3
possède la particularité d’être une protéine chimérique. Elle est formée de trois
domaines différents, un petit domaine N-terminal de 12 acides aminés contenant
des sites de phosphorylation pour la caséine kinase I (Huflejt, Turck et al. 1993),
une séquence consensus répétée riche en résidus glycine, proline et tyrosine,
sensible aux collagénases et un domaine CRD globulaire du côté C-terminal
(Hughes 2001; Yang, Hsu et aI. 2001) (Figure 15). Le domaine N-terminal est
impliqué dans les mécanismes de sécrétion de la protéine et dans son ciblage vers
le noyau (Gong, Honjo et al. 1999; Hughes 1999).
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Figure 14: Les différents types de gatectine. Le domaine CRD est représenté en noir.
Schéma paru dans l’article (Leffler, Carlsson et al. 2004).
figure 15: Représentation schématique du domaine CRD de la gatectine-3. Le domaine CRD
est formé de 135 acides aminés assemblés en conformation de sandwich beta. Les deux
feuillets sont légèrement courbés avec 6 brins formant un bord concave (S1-S6) dessinés
avec des lignes fines et 5 autres brins formant le bord convexe (Fi-5). Le coté concave
forme une niche dans laquelle le composé carbohydrate, illustré en rouge, vient se lier.









Les galectines se présentent généralement sous la forme de dimères liés de
façon non-covalente, toutefois cette conformation n’est pas toujours permise par la
structure des galectines. La galectine-5 possède une queue N-terminale allongée de
13 acides aminés qui, en se repliant sur la molécule, empêche l’interaction entre les
sous-unités et donc, la formation de dimère (Hughes 2001). La galectine-3, qui ne
possède qu’un domaine CRD (Figure 15), peut se présenter sous la forme d’un
monomère, d’un homodimère et d’un multimère. Cette association peut s’effectuer
via son domaine NH2 ou son domaine COOH-terminal (Yang, Hill et al. 1998). La
liaison des galectines par leurs domaines N-terminaux permet la présentation de ses
domaines CRD orientés de part et d’autre de la molécule et espacés d’environ 50A
pouvant ainsi faire un pont de plus de 120Â entre les glycoprotéines, une structure
idéale pour permettre le pontage des protéines (Lobsanov, Gitt et al. 1993;
Lobsanov, Gitt et al. 1993) (Figure 16). La galectine-3 se lie aux glycoprotéines avec
une coopérativité positive dépendante du temps et de la concentration (Barboni,
Bawumia et al. 1999). A plus forte concentration ou quand elle constitue un substrat,
l’interaction entre ses domaines CRD-CRD et l’auto-association de ses queues N
terminales permettent la formation de complexes multivalents de lectines qui
interagissent avec les groupements galactoside des glycoprotéines avec une plus
haute affinité que les lectines monomériques (Birdsall, Feeney et al. 2001).
3.2.2 Les fonctions intracellulaires des galectines et leur mode de sécrétion
Les galectines sont synthétisées dans le cytosol, sans peptide signal de
sécrétion (Menon and Hughes 1999). Depuis le cytosol, les galectines peuvent être
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ciblées vers le noyau, un autre compartiment cytoplasmique ou être exportées vers
le milieu extracellulaire. La plupart des galectines étudiées ont été localisées au
niveau du noyau (Patterson, Wang et al. 2004). Dans le noyau, les galectines I et 3
s’associent à un complexe formé avec les ribonucléoprotéines et l’étude de cellules
knock-out pour ces galectines a démontré qu’elles étaient impliquées dans les
mécanismes d’épissage alternatif (Dagher, Wang et al. 1995; Vyakarnam,
Lenneman et al. 1998). La galectine-3 interagirait également avec la molécule anti
apoptotique Bd-2 dans le cytosol et les mitochondries (Akahani, Nangia-Makker et
al. 1997).
Les galectines, tout comme lAME, sont des protéines cytoplasmiques
sécrétées par une voie non classique car elles ne possèdent pas de peptide signal
de sécrétion (Niinaka, Paku et al. 1998; Hughes 1999). La galectine-3 serait
concentrée dans des évaginations de la membrane plasmique qui seraient ensuite
libérées dans le milieu extracellulaire par un mécanisme impliquant la partie N
terminale de la protéine (Menon and Hughes 1999). Dans les cellules épithéliales, la
sécrétion de la galectine-3 est polarisée, elle s’effectue du coté basolatéral des
cellules et est régulée par la concentration extracellulaire de la galectine (Lindstedt,
Apodaca et al. 1993; Bullock, Johnson et al. 2001).
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Figure 16: Représentation schématique du pontage de deux glycoprotéines par la liaison
d’un homodimère de galectine-3, en rouge, au niveau des groupements polylactosamine des
glycoprotéines. Ce schéma est adapté de la figure parue dans l’article (Dennis, Warren et al.
2001).
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3.3 Les fonctions cellulaires de Mqat5 et des galectines
3.3.1 L’adhésion cellulaire
L’analyse structurelle des sucres exprimés à la surface des glycoprotéines est
loin d’être complète, toutefois, les produits du gène Mgat5 ont été identifiés à la
surface de certaines protéines impliquées dans l’adhésion et la motilité des cellules.
Ils sont présents à la surface des nombreuses protéines de la MEC (Dennis, Warren
et al. 2001) et également au niveau de certaines intégrines comme LFA-1 (f32) et
Œ5f31, (le récepteur de la EN) (Asada, Furukawa et al. 1991; Nakagawa, Zheng et al.
1996). La transfection des cellules avec Mgat5 va non seulement augmenter
l’expression des branchements f3-1,6 au niveau des intégrines ci5, cv et f31, mais elle
va également augmenter la motilité des cellules et diminuer leur adhésion sur un
substrat (Demetriou, Nabi et al. 1995). Il a été proposé que la grande taille des
produits du gène Mgat5 ainsi que la liaison des galectines au niveau de ces
structures pourraient influencer la cinétique de liaison entre les protéines impliquées
dans les mécanismes d’adhésion cellulaire (Granovsky, Fata et al. 2000).
La liaison des galectines au niveau des groupements polylactosamines des
protéines exprimées à la surface des cellules et au niveau de la MEC va moduler
l’adhésion cellulaire (Perillo, Marcus et al. 1998; Hughes 2001; Rabinovich, Toscano
et al. 2004). Elles peuvent augmenter ou inhiber l’interaction des cellules avec la
MEC selon les différentes conditions. Les galectines-3 et 8 ont été surnommées
protéines matricellulaires pour leurs capacités à agir comme des molécules pro ou
anti-adhésives (Hughes 2001; Levy, Arbel-Goren et al. 2001). Les galectines 3 et 8
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sont probablement les deux galectines les plus étudiées et le mieux caractérisées,
nous nous concentrerons sur ces deux protéines dans la suite de ce chapitre.
La galectine-8 peut réguler positivement ou négativement l’adhésion cellulaire
dépendant du contexte extracellulaire (Figure 17) (Hadari, Arbel-Goren et al. 2000;
Levy, Arbel-Goren et al. 2001). Quand elle est immobilisée dans la matrice, elle
favorise l’adhésion, l’étalement et la migration des cellules, de la même manière que
la EN (Levy, Arbel-Goren et al. 2001; Zick, Eisenstein et al. 2004). Elle stimule la
phosphorylation de la protéine EAK et de la paxilline sans, par contre, induire la
formation de points focaux d’adhésion. A l’inverse, lorsqu’elle est utilisée sous forme
soluble, la galectine-8 interagit à la fois avec les intégrines de surface et les
protéines de la MEC, et inhibe l’interaction de la cellule avec la matrice (Zick,
Eisenstein et al. 2004). La galectine-8 se lie aux intégrines Œ3, Œ6, et 3I par ses
domaines CRD (Hadari, Arbel-Goren et al. 2000). Cependant, l’adhésion induite par
la galectine-8 n’est pas totalement inhibée par le traitement des cellules avec
l’EDTA, qui bloque les cations divalents indispensables à l’activité des intégrines, et
elle est totalement insensible au traitement avec le peptide RGD (Zick, Eisenstein et
al. 2004; Levy, Arbel-Goren et al. 2001) qui est couramment utilisé pour inhiber
l’adhésion et la motilité cellulaire induite par les intégrines (Ruoslahti and
Pierschbacher 1987). Par contre, l’effet inhibiteur de la galectine-8 est totalement
bloqué par l’ajout d’ions manganèse, un puissant activateur des intégrines ce qui
suggère que, dans ce cas précis, la liaison de la galectine-8 soluble pourrait
stabiliser les intégrines dans un état de faible affinité (Hadari, Arbel-Goren et al.
2000).
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La galectine-3 se lie à différentes protéines de la MEC: à la laminine (Woo,
Shaw et aI. 1990), la tenascine (Probstmeier, Montag et aI. 1995) et à la EN (Ozeki,
Matsui et al. 1995). Cette liaison peut s’effectuer directement ou via les intégrines.
En solution, la galectine-3 s’associe avec I’intégrine a1j31, le récepteur de la laminine
et du collagène (Ochieng, Leite-Browning et aI. 1998). La liaison de la galectine-3
avec I’intégrine Œ5f31 n’a pas été directement démontré, toutefois I’intégrine Œ5f31 porte
des groupements polylactosamines (Nakagawa, Zheng et aI. 1996), et la galectine-3
stimule I’internalisation de I’intégrine J3 via une voie dépendante des cavéoles dans
les cellules de carcinome du sein (Eurtak, Hatcher et aI. 2001). La galectine-3 se lie
également à la molécule de surface CD98 (Dong and Hughes 1997) qui est
impliquée dans le regroupement des intégrines à la surface des cellules (Fenczik,
Sethi et aI. 1997) et elle stimule l’expression des intégrines à la surface des cellules
(Warfield, Makker et aI. 1997; Matarrese, Eusco et aI. 2000).
Selon les études et les types cellulaires, cette interaction va conduire à une
augmentation ou à une inhibition de l’adhésion et de la motilité cellulaire. Dans le
cas des cellules de carcinome du sein, différents laboratoires ont obtenu le même
type de résultats que ceux obtenus avec la galectine-8 par le groupe du Dr Ronen
(Zick, Eisenstein et aI. 2004). La pré-incubation de ces cellules avec la galectine-3
soluble inhibe l’adhésion cellulaire (Ochieng, Leite-Browning et aI. 1998) alors que
l’augmentation de l’expression de la galectine-3 à la surface des cellules, par
transfection, va augmenter l’adhésion des cellules et stimuler leur migration à travers
une matrice de matrigel (Warfield, Makker et aI. 1997; Matarrese, Fusco et aI. 2000).
De plus, la répression de l’expression de la galectine-3 par l’utilisation d’ARNm anti
sens affecte l’étalement et la croissance des tumeurs issues des cellules de
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carcinome du sein ce qui confirme Te rôle de la galectine-3 dans l’adhésion des
cellules tumorales mammaires (Honjo, Nangia-Makker et al. 2001).
L’effet de la galectine-3 sur l’adhésion cellulaire peut aussi être modulé par sa
concentration. Une faible concentration de la galectine-3, de l’ordre du pglml, stimule
la migration des cellules tumorales mammaires à travers une matrice de matrigel (Le
Marer and Hughes 1996) alors que cette stimulation sera inhibée par une plus forte
concentration, probablement à cause de l’augmentation de l’adhésion de ces
cellules au substrat (Matarrese, Fusco et al. 2000).
Il a été proposé que l’association des galectines avec les intégrines pourrait
stabiliser l’association entre les cellules et entre les 2 sous-unités des intégrines et
donc favoriser l’activation et l’agrégation des intégrines au niveau des contacts
focaux d’adhésion, ou encore agir sur les voies de signalisation induites lors de
l’activation des intégrines (Hughes 2001; Sato and Nieminen 2004) (Figure 16 et 18).
72




figure 17: Les fonctions matricellulaires de la galectine-8. La galectine-8 immobilisée
favorise l’adhésion et stimule la voie de signalisation des intégrines, alors que la galectine-8
soluble l’inhibe. Figure tirée de l’article (Zick, Eisenstein et aI. 2004).
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L’action de la galectine sur l’adhésion cellulaire aura des effets sur la
croissance et la survie des cellules. La transfection du gène de la galectine-8 inhibe
la formation de colonies des cellules de carcinome de poumon (Hadari, Arbel-Goren
et al. 2000). Le même effet a été observé en surexprimant la galectine-12 dans des
cellules Hela (Yang, Hsu et al. 2001). L’effet inhibiteur pourrait donc s’effectuer via
une action autocrine de la galectine sécrétée qui agirait au niveau des intégrines à la
surface des cellules ou via une action intracellulaire des galectines qui n’a pas
encore été démontrée (Zick, Eisenstein et al. 2004).
La perte de l’adhésion cellulaire est bien connue pour induire l’apoptose des
cellules normales (Frisch and Francis 1994; Ruoslahti and Reed 1994). La galectine
8 provoque l’apoptose de différents types cellulaires toutefois son induction ne
résulte pas de la perte d’adhésion car elle est induite alors que les cellules sont
encore adhérées (Hadari, Arbel-Goren et al. 2000). Ce qui suggère que l’effet anti-
adhésif et l’effet apoptotique de la galectine-8 s’effectuent par deux voies différentes.
A l’inverse, la galectine-3 protège les cellules contre l’apoptose induite par une
variété de stimuli qui peuvent être cytotoxiques ou dépendre de la perte de
l’adhésion cellulaire (Matarrese, Fusco et al. 2000).
3.3.2 Le système immunitaire et inflammatoire
Les galectines sont exprimées par différents types de cellules du système
immunitaire: les cellules T, B, les macrophages, les éosinophiles et les basophiles.
L’expression des galectines est modulée par différents stimuli inflammatoires suivant
l’état d’activation de la cellule (Rabinovich, Toscano et al. 2004). Une même
galectine peut avoir des effets pro ou anti-inflammatoires dépendants de multiples
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facteurs comme sa concentration et le type de cellule cible testée. La galectine-1
agit en général comme un régulateur négatif de la réponse immunitaire: elle bloque
la croissance des cellules, elle inhibe l’interaction des cellules T avec la MEC et eNe
induit l’apoptose des cellules T (Rabinovich, Toscano et al. 2004). A l’inverse, la
galectine-3 semble être un régulateur positif de l’inflammation. Elle stimule
l’adhésion des neutrophiles, empêche l’apoptose des cellule T et attire les leucocytes
(Almkvist and Karlsson 2004). Des études effectuées chez des souris Knock-out
pour la galectine-3 ont confirmé son action pro-inflammatoire (Colnot, Ripoche et al.
1998; Hsu, Yang et al. 2000).
L’expression des. groupements 131 ,6GIcNAc des N-glycans est également très
importante pour le fonctionnement du système immunitaire (Demetriou, Granovsky
et al. 2001). L’étude des souris Mgat5’ a démontré qu’en fonction de l’âge les souris
souffraient de glomérulonéphrite, une maladie auto-immune du rein (Demetriou,
Granovsky et al. 2001). De plus, la réponse immunitaire des cellules T était
exagérée dans les souris Mgat5’, et les cellules T en culture étaient hypersensibles
aux agonistes du récepteur des cellules T (TCR). Pat contre, les cellules B Mgat5’
semblaient répondre normalement à une variété de stimuli, indiquant que ces
anomalies étaient limitées à certains types cellulaires (Demetriou, Granovsky et al.
2001).
Les TCR sont recrutés au niveau des synapses immunitaires par le complexe
peptide-complexe majeur d’histocompatibilité à la surface de la cellule présentatrice
d’antigène. Un nombre minimum de récepteurs est requis au niveau de la synapse
immunitaire pour permettre l’activation de la cellule (Reich, Boniface et al. 1997). Ce
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nombre limite était augmenté dans les cellules Mgat5’. Ce résultat suggérait que
l’hypersensibilité des cellules T Mgat5 était due à des changements au niveau des
récepteurs à la surface des cellules (Demetriou, Granovsky et al. 2001). Les chaînes
c et 13 du TCR portent 7 N-glycans (Hubbard, Kranz et al. 1986; Wang, Um et al.
1998) et la glycosylation de ces peptides est importante pour leur assemblage en un
complexe TCR mature. Le marquage positif des cellules T avec la lectine
leukoagglutinine (L-PHA) (Dennis, Warren et al. 2001), qui lie spécifiquement les
produits du gène Mgat5 (Cummings and Kornfeld 1982), a confirmé que les peptides
du TCR exprimaient bien les branchements 131 -6GlcNac qui portent les groupements
poly-N-acetyllactosamine dans ces lignées cellulaires. Le groupe de James Dennis a
démontré que la galectine-3 s’associait au récepteur (TCR) à la surface des cellules
en se liant au niveau de ses branchements f31-6 et que cette association permettait
de réguler son activité (Dennis, Pawling et al. 2002). L’étude des cellules T issues de
souris Mgat5’, a montré que la perte de la liaison de la galectine-3 au niveau du
TCR rendait les souris hypersensibles à différentes réponses immunitaires induites
par les cellules T: l’activation du TCR avec un anticorps dirigé contre la sous-unité
CD3ct était diminuée alors que l’agrégation du TCR et la susceptibilité des souris aux
maladies auto-immunes était augmentée (Demetriou, Granovsky et al. 2001). Ceci
suggère que, dans des conditions normales, la réponse du TCR à ses agonistes est
modérée pat la liaison de la galectine-3 qui limite probablement la mobilité et la
signalisation de la cellule.
3.3.3 Le cancer
La transformation maligne des cellules est souvent accompagnée de
l’expression de protéines possédant des oligosaccharides de type complexe avec de
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larges arborisations (Buck, Glick et al. 1970). Des analyses ont démontré que ces
arborisations provenaient de l’augmentation de l’expression des branchements
1,6GlcNAc des N-glycans (Yamashita, Ohkura et al. 1984; Pierce and Atango
1986). Plus tard, le groupe de Dennis a confirmé que l’augmentation de l’expression
des branchements F31,6GlcNAc, due à l’augmentation de l’expression de la N
acetylgiucosaminyltransférase 4 était directement reliée au potentiel métastasique
des cellules tumorales (Dennis, Laferte et al. 1987). Des études sur des tumeurs
transplantables ont montré que l’expression de Mgat5 contribue directement à la
croissance des tumeurs et à la progression des métastases chez les rongeurs. Les
cellules tumorales mutantes qui n’expriment pas Mgat5 forment moins de tumeurs
spontanées et les tumeurs grossissent moins vite que les cellules de type sauvage
(Dennis, Laferte et al. 1987; Lu, Pelling et al. 1994). De plus, la perte de l’expression
de Mgat5 dans les cellules épithéliales mammaires entraîne la perte de l’inhibition de
la croissance des cellules par contact, l’augmentation de la motilité et la formation de
tumeur chez les souris nues athymiques (Demetriou, Nabi et al. 1995) ainsi que
l’augmentation de la formation des métastases (Seberger and Chaney 1999).
Chez l’humain, l’expression des produits du gène Mgat5 est augmentée dans
un grand nombre de tumeurs. Dans les carcinomes de l’oesophage, ces structures
sont retrouvées dans les régions du carcinome qui envahissent les tissus sains
environnants (Takano, Nose et al. 1990). Une étude histologique effectuée sur des
patients atteints de carcinomes colorectaux a montré que l’expression du
branchement f31-6 N-lié était associée à la présence de métastases dans les
ganglions lymphatiques avec un fort pronostic de récidive et une diminution de la
survie des patients atteints (Seelentag, Li et al. 1998). Toutefois, l’expression des
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produits du gène Mgat5 ne peut pas toujours être utilisée comme outil pronostic; les
études sur les carcinomes du sein ayant montré des résultats contradictoires
(Fernandes, Sagman et al. 1991; Chammas, Cella et al. 1994) et certains
épithéliums normaux comme ceux du tractus gastro-intestinal expriment les
branchements f31-6 (Li and Roth 1997).
L’importance de l’expression des produits du gène Mgat5 dans la progression
tumorale a pu être confirmée avec l’obtention de souris PyMT déficientes pour le
gène Mgat5 (Mgat5j (Granovsky, Fata et al. 2000). Les souris Mgat5” ont été
générées par la mutation du gène cible dans des cellules souches embryonnaires
puis ces souris Mgat5’ ont été croisées avec des souris exprimant l’oncogène viral
PyMT. L’expression du transgène PyMT est associée avec la transformation et la
formation de tumeurs multifocales dans les épithéliums mammaires (Guy, Cardiif et
al. 1992; Bronson, Dawe et al. 1997; Webster, Hutchinson et al. 1998). La protéine
PyMT est une protéine d’ancrage intracellulaire qui transforme les cellules en
activant la voie de signalisation de l’oncogène ras, de la P13-K et de la protéine
kinase B (PKB, aussi nommée Akt) (Dilworth, Brewster et al. 1994) qui sont connues
pour être activées dans les tumeurs humaines (Whitman, Kaplan et al. 1985;
Dilworth, Brewster et al. 1994; Verbeek, Vroom et al. 1996; Liu, Testa et al. 1998).
L’utilisation de ces souris a permis de mieux comprendre l’importance de
cette enzyme dans la progression du cancer. Ils ont observé que la croissance des
tumeurs et des métastases induites par PyMT était considérablement diminuée dans
les souris n’exprimant pas Mgat5 comparativement aux souris de type sauvage
(Granovsky, Fata et al. 2000). De plus, le turn-over des contacts focaux d’adhésion
et l’état de phosphorylation de Akt sur le résidu serine 473 était aussi plus faible. Il a
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donc été proposé que les N-glycans des récepteurs de surface, modifiés par Mgat5,
pourraient collaborer avec PyMT intracellulaire pour activer Akt, et la croissance des
tumeurs et des métastases (Granovsky, Fata et al. 2000).
L’activité des galectines augmente également avec la transformation maligne
(Fernandes, Sagman et al. 1991; Takenaka, Fukumori et al. 2004). Elle serait
impliquée dans différentes étapes de l’invasion et de la métastasie via ses propriétés
sur l’adhésion cellulaire ainsi que dans l’angiogenèse (Nangia-Makker, Honjo et al.
2000).
La sécrétion de la galectine-8 et son expression en surface sont fortement
augmentées dans les carcinomes invasifs humains de la prostate et dans les
néoplasies intra-épithéliales prostatiques mais pas dans les prostates normales ou
dans les hypertrophies bénignes du tissu prostatique (Su, Lin et al. 1996). Pour ces
raisons, elle a été renommée PCTA-1 pour antigène-1 tumoral du cancer de la
prostate (Su, Lin et al. 1996). Un fort niveau de galectine-8 est également exprimé
dans les carcinomes humains du poumon et dans les astrocytomes et les
glioblastomes du système nerveux central (Bidon-Wagner and Le Pennec 2004).
L’expression de la galectine-3, quant à elle, est augmentée dans certains
cancers et diminuée dans d’autres. L’expression de la galectine-3 est associée avec
l’invasivité et le potentiel métastasique des cancers humains du colon, gastrique, de
la thyroïde, de la tête et du cou (Van Den Bruie, Califice et al. 2002; Takenaka,
Fukumori et al. 2004). Dans la souris, le potentiel métastasique des mélanomes et
des fibrosarcomes corrèle avec l’augmentation de l’expression de la galectine-3 en
surface (Raz, Meromsky et al. 1987). Par contre, dans certains types de cancers,
comme ceux du sein, des ovaires et de la prostate, l’expression de la galectine-3 est
inversement corrélée avec le potentiel métastasique et, dans le cas du carcinome du
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colon, les résultats des différentes études sont contradictoires (Van Den BruIe,
Califice et al. 2002; Takenaka, Fukumori et al. 2004). La perte de l’expression de la
galectine-3 est parfois associée avec l’apparition de la galectine-1 comme c’est le
cas pour des carcinomes de la prostate (Ellerhorst, Troncoso et al. 1999). Le fait que
le niveau d’expression de la galectine-3 dépende du type d’organe et de tissu,
suggère que des protéines spécifiques des tissus et des tumeurs doivent moduler
l’expression de la galectine-3 (Takenaka, Fukumori et al. 2004).
Mac-2 BP est une grande glycoprotéine oligomérique composée de sous-
unités de 9OkDa qui fut tout d’abord identifiée comme étant le ligand de la galectine
3 puis celui des galectine-l et 7 (Grassadonia, Tinari et al. 2004). Elle a été
identifiée comme étant identique a un antigène sécrété par les cellules du cancer du
sein chez l’humain nommée 90K (lacobelli, Arno et al. 1986) souvent identifié dans
les pronostics de faible chance de survie (lacobelli, Sismondi et al. 1994; Zeimet,
Natoli et al. 1996). L’interaction des galectine-1 et 3 avec la protéine 90K favoriserait
la formation d’agrégats multicellulaires et l’adhésion des cellules à la MEC
(Grassadonia, Tinari et al. 2004) ce qui pourrait favoriser l’établissement de
nouvelles colonies.
Les galectines sont également impliquées dans l’angiogenèse. La galectine-3
stimule, in vitro, la formation des tubes de capillaires par les cellules HUVEC et in
vivo, la néo-vascularisation des vaisseaux (Sanford and Harris-Hooker 1990;
Nangia-Makker, Honjo et al. 2000). De son coté, la galectine-1 a un effet
mitogénique sur les cellules vasculaires endothéliales et sur les cellules du muscle
lisse (Moiseeva, Javed et al. 2000).
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Les métalloprotéases sont des protéines très importantes, impliquées dans la
dissémination des cellules métastasiques (Klein, Vellenga et al. 2004). La galectine
3 est le substrat des métalloprotéases MMP-2 et MMP-9 (Ochieng, Fridman et al.
1994). La coupure induite par ces métalloprotéines génère un peptide de 22 KDa
contenant le domaine CRD et un peptide de 9KDa qui comprend la région N-
terminale de la galectine (Herrmann, Turck et al. 1993; Ochieng, Fridman et al.
1994). La fonction biologique de ces peptides est inconnue, Ils pourraient avoir un
rôle durant la métastasie lorsque l’expression de MMP2 rend les tumeurs plus
agressives, toutefois des études ont montré qu’ils agissaient comme des formes
dominantes négatives de la galectine-3 car ils possèdent une très forte affinité pour
les conjugués glycosylés .et leurs liaisons inhibent la plupart des activités de la
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ABSTRACT
Autocrine motility factor (AMF) is identical to the glycolytic enzyme
phosphohexose isomerase (PH I) and overexpression of AMF/PHI is associated with
tumor malignancy. In order to study the overexpression of AMF/PHI, an HA-tagged
AMF construct was transiently transfected into Cos7 celis. Expression of a tagged
AMF-HA allowed us to determine that over a period àf 16 hours only a small amount
(0.1-1%) of total celluIarAMF-HA was secreted into the celI medium. Cell-associated
AMF-HA was exclusively cytosolic as it could be completely extracted with Triton X-
100 and concentrated within actin rich pseudopodial domains. Treatment of the cells
with the glycolysis inhibitor oxamate disrupted the association of AMF-HA with actin
concentrations demonstrating that glycolysis regulates the formation 0f these
AMF/PHI-associated actin-rich protrusions. AMF/PHI is a well-characterized tumor
ceil secreted cytokine and we identify here an alternate intracellular function for this
glycolytic enzyme/cytokine in celI motility.
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INTRODUCTION
The cytosolic glycolytic enzyme, phosphohexose isomerase (PHI), is identical
to the tumor celi secreted cytokine autocrine motility factor (AMF) (1), to neuroleukin
(NLK), a neurotrophic factot for spinal and sensory neurons and a lymphokine (2, 3),
and to maturation factor (MF), which mediates the differentiation of human myeloid
leukemic cells to terminal monocytic cells (4). The cDNA sequences of AMF, NLK,
and MF found in both human cancer and normal cells were found to be identical to
that of PHI suggesting that under select cellular conditions PHI is secreted into the
extracellular milieu (1, 2, 3, 4, 5). AMF purified from tumor celI conditioned medium
exhibits isomerase activity and PHI purified from rabbit muscle stimulates celi motility
and binds to the AMF receptor, AMF-R, demonstrating that the same protein exhibits
two distinct functions (1, 6). PHI is therefore a cytosolic enzyme that catalyzes the
reversible isomerization of Ô-glucose-6-phosphate to D-fructose-6-phosphate, an
essential reaction in glycolysis and gluconeogenesis, and that upon secretion acts
as a cytokine variously referred to as AMF, NLK or ME.
lncreased expression of AME/PHI in the urine and serum of patients is
associated with malignant colorectal, breast, lung, kidney and gastrointestinal
carcinomas (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13). However, exogenous introduction of high levels
ofAME/PHI into cells has yet to be performed. Here, we transfected Cos7 cells with
a fusion protein of AME containing a C-terminal hemagglutinin epitope tag, AMF-HA,
cloned into the high copy pCDNA3-RSV expression vector in order to study the
overexpression of AME-HA. Transiently transfected AMF-HA is localized to the
cytosol of Cos7 cells where it concentrates within actin-rich protrusive domains in a
glycolysis-dependent manner. Interaction between actin and glycolytic enzymes is
therefore proposed to provide an immediate and localized energy supply for actin
filament assembly which drives pseudopod formation. Our data therefore
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lmmunopurified monoclonal antibody to the 10 amino acid hemaggiutinin tag
(HA) kindly provided by Michel Bouvier (Department of Biochemistry, Université de
Montréal). Secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase were
purchased from Jackson Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA). Texas
Red conjugated phalloidin and Alexa 488 conjugated goat anti-mouse secondary
antibody were purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Oxamate, pyruvate,
trypsin-chymotrypsin inhibitor, luminol, PMSF, p-nitrophenyl p’-guanidino benzoate,
leupeptin, pepstatin A, aprotinin, and sodium butyrate were purchased from Sigma.
Preparation ofAMF-HA cDNA
The human nucleotide sequence of AMF cDNA (5) (GenBank accession no.
KO3515) inserted at the EcoRi site of the pBK-CMV phagemid was amplified by
PCR with Vent DNA polymerase (New England BioLabs), using as primers 5’-
ATCAAGCTTTCCGCCATGGCCGCTCTCAC-3’, corresponding to the 5’ sequence
of AMF and including a Hind lii site upstream of the start codon, and 5’-
GATTCTAGATTAGCGGCCGCTTTGGACTCTGGCCTCGCGCTG-3’, corresponding
to the 3’ sequence of AMF and including a Not I site upstream and a Xba I site
downstream of the stop codon. The resulting PCR fragment was cloned into EcoR I
site of pBluescript (Stratagen) by blunt end cloning, then excised by digestion with
Hind III and XbaI, and the resulting fragment subcloned into the pCDNA3/RSV
vector (14) provided by Michel Bouvier (Department of Biochemistry, Université de
8$
Montréal). The Not I restriction enzyme site permitted the introduction of a Not I
cassette containing three copies of the HA tag (Pierre Beihumeur, Department of
Microbiology and lmmunology, Université de Montréal) at the 3’ extremity of the AMF
cDNA.
Ceil Culture, transfection and drug treatments
Cos7 cells were cultured in Dulbecco minimum essential medium containing 25 mM
NaHCO3 (DMEM-NaHCO3), 10% fetal calfserum, glutamine, essential amino acids,
vitamins, penicillin and streptomycin (Gibco; Burlington, Ontario, Canada) under 5%
C02 atmosphere at 37°C. Transient transfection of Cosf ceils was performed with
lipofectin (Gibco BRL). CelIs were plated sparsely on glass coverslip for 1 day, and
then incubated in lipofectin mixed with 5 pg/ml AMF-HA cDNA or pCDNA3/RSV
vector in serum free medium for 6 hours, then incubated in regular medium for 24
hours. Oxamate and pyruvate were added at a concentration of 100 mM directly to
the celi culture medium for 1 hour. To prepare conditioned medium, cells were
incubated in medium supplemented with 1 pg/ml BSA, 10 pg/ml aprotinin, 2 mM
butyrate, 100 pg/mI trypsin-chymotrypsin inhibitor for 16 hours.
Ceil lysa tes, conditioned medium and western blots
To prepare celI lysates, ceil monolayers were washed three times with ice-cold
PBSICM and harvested by scraping. CelI pellets were resuspended in 100 pI of lysis
buffer consisting of PBS containing 1% SDS, 1 mM EDTA and protease inhibitors (1
mM PMSF, 0.05 mM p-nitrophenyl p’-guanidino benzoate, 10 pg/ml leupeptin,
pepstatin A and aprotinin). CelIs were lysed for 20 min on ice and then DNA was
broken by sonication. The cet! lysates were centrifuged at 15,000 rpm for 5 minutes
$9
and the supernatant recovered and assayed for protein concentration using the BCA
protein assay (Pierce, Rockford, Illinois). 20 pg of protein were analyzed by SDS
PAGE.
b analyze secteted proteins, conditioned medium was centrifuged at 3000
rpm and filtered with a 0.2 pm filter to eliminate detached and dead cells. Proteins
were precipitated with 4 volumes of precooled (-20°C) acetone, placed for 1 hour at -
80°C, and then pelleted by centrifugation at 6,000 rpm for 20 min. The pellet was
resuspended to 300 pI with sample buffer. Total celI lysates were prepared from the
same dishes from which conditioned medium was collected and the ceil pellet
resuspended in an equivalent 300 pI volume of sample buffer. For the lanes labeled.
1:1, 25 pg of protein in the celi lysate and an equivalent volume of the conditioned
medium sample were loaded for SDS-PAGE. For the lanes labeled 1:10, 1:100 and
1:1000, each well was loaded with 2.5, 0.25, and 0.025 pg protein of the celI lysate,
respectively.
Samples were separated on 9% SDS-PAGE gels and blotted to nitrocellulose
membranes using a Mini-Protean apparatus (BioRad Labs, Mississuaga, ON). The
blot was blocked with 5% skim milk in PBS/CM, incubated with anti-HA primary
antibody and then with the appropriate secondary conjugated to horseradish
peroxidase. The labeled bands were revealed by chemiluminescence using
preflashed Kodak X-Omat film. Prestained Kaleidoscope molecular weight markers
were purchased from BioRad.
Indirect immunofluorescence.
CelIs were fixed with 3% paraformaldehyde for 15 min at room temperature,
rinsed extensively with PBS (pH 7.4) supplemented with 0.1 mM Ca and 1 mM
Mg (PBS/CM), permeabilized with 0.2 % Triton X-100 in PBS/CM for 10 mi and
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then incubated for 30 min with PBS/CM containing 0.5% BSA (PBS/CM/BSA) to
reduce nonspecific binding. Where indicated, celis were extracted with 0.2% Triton
X-100 in PBS/CM for 1 min before fixation (15). AIl washings and incubations with
both primary and secondary antibodies were done with PBS/CM/BSA. AMF-HA was
revealed by incubation with mouse anti-HA monoclonal antibody for 30 min followed
by Alexa 488 coupled anti-mouse antibody for 30 min. Actin was labelled by
incubation with Texas Red phalloidin for 30 min. After labeling, the coverslips were
mounted in Airvol (Air Products and Chemicals, Allentown, PA) and viewed in a
Zeiss Axioskop fluorescent microscope equipped with a 63 X Plan Apochromat
objective and selective filters. Images were photographed using Kodak T-Max 400
film. Confocal microscopy was performed with the 60X Nikon plan Apochromat
objective of a dual-channel Bio-Rad 600 laser scanning confocal microscope
equipped with a krypton-argon laser and the appropriate dichroic reflectors to
distinguish Alexa 488 and Texas Red labeling. The number of colocalizations
between actin and AMF-HA concentrations were counted per transfected celI from
double labeled merged confocal images.
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RESULTS
Cos7 celis transiently transfected with a cDNA coding for the AMF-HA fusion
protein were analyzed by western blot using the anti-HA monoclonal antibody
(Figure 1 A). As controls, untransfected celis and ceils transfected with vector alone
or with untagged AMF were also analyzed. In the celi lysates, the anti-HA antibody
recognized two bands of -120 and 80 kD in a non-specific fashion however a
specific band of 56 kD was observed under reducing conditions only in AMF-HA
transfected Cos7 celis corresponding to the established molecular weight of the
protein. Under non-reducing conditions, two specific bands were observed at 64 and
130 kD correspond to the monomeric non-denatured and dimeric forms of AMF-HA
respectively (Figure 1 A). The migration of AMF-HA at 56 kD under reducing
conditions and at 64 kD under non-reducing condition has been previously reported
for AMF (1, 16) and together with the presence of a 130 kD form under non-reducing
conditions corresponding to the glycolytically active dimer form of the enzyme, these
data indicate that the C-terminal HA tag has not affected the proper folding of the
protein. In concentrated conditioned medium ptepared from AMF-HA transfected
Cos7 celis, the anti-HA antibody recognized a band that migrated slightly below the
AMF-HA found in celi lysates (Figure 1 B). The protein precipitate of conditioned
medium and the celi pellet obtained from the same culture dish were resuspended in
the same volume of sample buffet in order to determine quantitatively the amount of
AMF-HA that was secreted relative to ceil expressed AMF-HA. The intensity of the
AMF-HA band was Iess than that of a sample of the celi lysate diluted 100X but
greater than that of a sample diluted 1 000X indicating that small quantities of AMF
HA equivalent to 0.1-1% of total ceIluIarAMF-HA are secreted over a 16 hour period
(Figure 1 B).
By immunofluorescence, AMF-HA is diffusely Iocalized within the cytoplasm
of Cos7 celis and there is a marked accumulation of AMF-HA in F-actin rich sites
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(Figure 2 A, B). Untransfected celis are flot labeled indicating that the non-specific
binding of the anti-HA antibody by western blot is not detected by
immunofluorescence and that the labeling is specific. Incubation cf ceils with 0.2%
Triton-X100 prior to fixation resulted in the complete extraction of the labeling
demonstrating the cytosolic distribution of AMF-HA (Figure 2 C). The phalloidin
labeled actin cytoskeleton was not completely extracted reflecting a weak
association between AMF-HA and actin.
By confocal microscopy, the clear colocalization of AMF-HA with actin
concentrations at cellular protrusions can be seen (Figure 3 A, B, C). PHI is a
glycolytic enzyme that catalyzes the reversible isomerisation of D-glucose-6-
phosphate to D-fructose-6-phosphate. In order to determine whether the glycolytic
activity of PHI regulates its association with actin-rich protrusive domains, we treated
the ceils for one hour with 100 mM oxamate, an inhibitor of anaerobic glycolysis
which blocks the activity of lactate dehydrogenase (17, 18). Treatment with oxamate
resuits in the clear distuption cf AMF-HA accumulation in actin-rich domains and a
diffuse labeling of AMF-HA throughout the celi (Figure 3 D, E, F). Treatment of the
ceNs with oxamate in the presence of an equivalent concentration of pyruvate, the
natural substrate for lactic dehydrogenase, restored the colocalization of AMF-HA
concentrations with actin-rich domains (Figure 3 G, H, I). Essentially ail actin-rich
domains exhibited a concentration of AMF-HA. Quantification of the number of actin
rich domains per ceil to which AMF-HA was concentrated revealed that untreated
ceils or ceils treated with oxamate in the presence of pyruvate contained 7-8 actin
rich domains per AMF-HA expressing celi and that (Figure 4). Oxamate treated celis
exibited only 1-2 actin-rich domains to which AMF-HA was concentrated
demonstrated that active glycolysis regulates the formation of actin-rich protrusions.
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DISCUSSION
Epitope tagged AMF/PHI is shown here to associate with actin-rich domains
of transiently transfected Cos7 celis. The addition of the HA tag to the AMF/PHI C-
terminal domain did not perturb PHI folding because the dimeric form cf AMF-HA
was detected in non-reducing SDS-PAGE (Figure 1 A). Furthermore, the association
of AMF-HA with actin-tich cellular protrusions as well as the ability cf an inhibitor of
glycolysis to alter the cellular distribution cf AMF-HA further indicates that the
transfected enzyme has retained its glycclysis-related activity (Figures 3 and 4).
lncreased expression cf AMF in tumor cells is associated with its secretion and
function as an extracellular cytokine (19). Small quantities of AMF-HA, equivalent to
0.1-1% of total cellularAMF-HA, were released into the conditioned medium cf AMF
HA transfected Cos7 ceils over a period of 16 hours (Figure 1 B). AMF-HA was not
detected in the ccnditicned medium of untransfected ceils and the conditioned
medium was centrifuged and flltered to eliminate any contribution from dissociated
cells. The minimal levels of secreted AMF-HA that we have detected may
correspond to cytokine levels released normally by AMF/PHI secreting ceils such
that the amount of cytokine released represents only a minor fraction of cellular
expression of this cytosclic glycolytic enzyme. Due to the minimal amounts of AMF
HA secreted it is possible that the AMF-HA detected was released from dead or
lysed cells and that Cos7 cells do not actively secrete AMF/PHI. However, the fact
that secreted AMF-HA migrated slightly faster than celI associated AMF-HA
suggests that it may have undergone post-translational modification and was
therefore specifically secreted by the cells. AMF/PHI is phosphorylated by casein
kinase II in HT-1080 cells and it has been proposed that AMF/PHI phosphorylation
may regulate its secretion (20). Whether the amount of AMF-HA secreted relative to
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total cellular expression by metastatic tumor celis is equivalent to the minimal levels
secreted by Cos7 cells remains to be determined.
Glycolytic enzymes have long been described to associate with the actin
cytoskeleton enabling the compartmentalization of these energy-generating
enzymes to select cytosolic locations (21). Specific binding of glycolytic enzymes to
actin in vitro has been described (22, 23, 24). In vivo, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase has been shown to be associated with F-actin in synaptosomes and
at post-synaptic sites (25). In very confluent cultures of epithelial MDCK cells,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase was Triton X-100 insoluble and
exhibited ATP-dependent cytoskeleton association (26). Glycolytic activity correlates
with celI-cycle associated changes in the F-actin cytoskeleton suggesting that
glycolytic activity may regulate actin cytoskeleton organization (27). Aldotase exists
in equilibrium between a soluble and actin associated form; the ability to disrupt
interaction with the actin cytoskeleton with the glycolysis inhibitor, 2-deoxyglucose,
demonstrates that glycolytic activity can regulate the association of glycolytic
enzymes with the actin cytoskeleton (28, 29). In Cos7 cells, the association of AMF
HA with actin-rich domains is completely detergent extractable (Figure 2) reflecting
its weak cytoskeletal association, as described previously for other glycolytic
enzymes (30). In the presence of the glycolytic inhibitor oxamate, AMF-HA exhibits a
more diffuse distribution than in untreated celis (Figure 3 D, E, F) and exhibits a
significantly reduced association with actin densities (Figure 4). Due to the disruptive
effect of glycolysis inhibition on the expression of actin-rich pseudopodia shown here
in Cos7 cells, as described previously in an invasive epithelial-derived ceIl une (31),
it is not clear whether inhibition of glycolysis in these ceils affects the formation of
actin-rich pseudopodia or specifically the association of AMF/PHI with these cellular
domains. Nevertheless, glycolysis is shown to be required for the formation of
protrusive cellular domains rich in both actin and the glycolytic enzyme PHI.
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AMF/PHI specifically associates with peripheral actin-rich protrusions
corresponding to the lamellipodia or pseudopodia of a motile ceil.
Localized actin polymerization drives the protrusion of motility-associated cellular
structures and pseudopodial protrusion is a critical element of celi movement (32,
33, 34, 35, 36). For the tumor celi, upregulation of multiple glycolytic enzymes is
associated with tumor malignancy (37, 38) and glycolysis is the principal supply of
energy for cell motility (39). Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase has
recently been localized to the actin-rich pseudopodia of an invasive variant of
Moloney sarcoma transformed MDCK celis and glycolysis shown to regulate the
protrusion of the multiple pseudopodia, and thereby the motility, of those cells (31).
The localization of AMF/PHI to actin rich domains therefore identifies another
glycolytic enzyme that is associated with actin-rich pseudopodia and suggests that
multiple glycolytic enzymes should be expected to be associated with motile actin
rich pseudopodial domains. The reduction of actin densities in oxamate treated Cos7
cells observed here further supports a role for glycolysis in pseudopodial protrusion
in celI motility. Formation of a localized glycolytic cytomatrix at the site of
pseudopodial protrusion is therefore involved in active actin-mediated pseudopodial
protrusion. lncreased expression of AMF/PHI in tumor celis may act to enhance
tumor malignancy in two ways: 1) by enhancing glycolytic activity and stimulating




1. Watanabe, H., Takehana, K., Date, M., Shinozaki, T. and Raz, A. (1996) Cancer
Res. 56, 2960-2963
2. Chaput, M., Claes, V., Portetelle, D., Cludts, I., Cravador, A., Burny, A., Gras, H.
and Tartar, A. (1988) Nature (Land.) 332, 454-457
3. •Faik, P., Walker, J. I. H., Redmiil, A. A. M. and Morgan, M. J. (1988) Nature
(Land.) 332, 455-457
4. Xu, W., Seiter, K., Feidman, E., Ahmed, T. and Chiao, J. W. (1996) Blood 87,
4502-4506
5. Niinaka, Y., Paku, S., Haga, A., Watanabe, H. and Raz, A. (1998) Cancer Res.
58, 2667-2674
6. Benlimame, N., Le, P. U. and Nabi, I. R. (1998) Molec. Biol. CelI 9, 1773-1 786
7. Bodansky, 0. (1954) Cancer 7, 1200-1226
8. Schwartz, M. K. (1973) Clin. Chem. 19, 10-22
9. Baumann, M. and Brand, K. (1990) Cancer Res. 48, 7018-7021
10. Baumann, M., Kappel, A., Brand, K., Siegfeld, W. and Paterok, E. (1990) Cancer
Invest. 8, 3510356
11. Guirguis, R., Javadpour, N., Sharareh, S., Biswas, C., el-Amin, W., Mansur, I.
and Kim, J. S. (1990) J. Occup. Med. 32, 846-853
12. Filella, X., Molina, R., Jo, J., Mas, E. and Ballesta, A. M. (1991) Tumor Biology
12, 360-367
13. Patel, P. S., Rawal, G. N., Rawal, R. M., Patel, G. H., Balar, D. B., Shah, P. M.
and Patel, D. C. (1995) Neoplasia 42, 271-274
14. Jockers, R., Da Silva, A., Strosberg, A. D., Bouvier, M. and Marullo, S. (1996) J
Biol Chem 271, 9355-9362
15. wickham, L., Duchaine, T., Luo, M., Nabi, I. R. and DesGtoseillers, L. (1999)
Molec. Biol. CeIl 19, 2220-2230
97
16. Liotta, L. A., Mand?er, R., Mutano, G., Katz, D. A., Gordon, R. K., Chiang, P. K.
and Schiffman, E. (1986) Ptoc. Nat?. Acad. Sci. U.S.A. 83, 3302-3306
17. Elwood, J. C. (1968) Cancer Res 28, 2056-2060
18. Go?dberg, E. B. and Colowick, S. P. (1965) J. Bio?. Chem. 240, 2786-2790
19. Silletti, S. and Raz, A. (1996) Curr. Topics Microbiol. Immuno?. 213/??, 137-169
20. Haga, A., Niinaka, Y. and Raz, A.’ (2000) Biochimia Biàphysica Acta 36155, 1-10
21. Masters, C. (1984) J. Celi Bio?. 99, 222s-225s
22. Lanzara, V. and Grazi, E. (1987) FEBS Lett. 221, 387-390
23. Méjean, C., Pons, F., Benyamin, Y. and Roustan, C. (1989) Biochem. J. 264,
671-677
24. Wang, J., Morris, A. J., Tolan, D. R. and Pagliaro, L. (1996) J. Bio?. Chem. 271,
6861-6865
25. Rogalski-WiIk, A. A. and Cohen, R. S. (1997) Ce??. Mol. Neurobiol. 17, 51-70
26. Cao, F., Yanagihara, N. and Burke, J. M. (1999) Ce?? Motu Cytoskeleton 44, 133-
142
27. Bereiter-Hahn, J., Stubig, C. and Heymann, V. (1995) Exp. Ce?? Res. 218, 551-
560
28. Pag?iaro, L. and Taylor, D. L. (1988) J. Ce?? Bio?. 107, 981-991
29. Pag?iaro, L. and Tay?or, D. L. (1992) J. Ce?? Bio?. 118, 859-863
30. Knu?I, H. R. and Wa?sh, J. L. (1992) Curr Top Ce?? Regu? 33, 15-30
31. Nguyen, T. N., Wang, H.-J., Za?za?, S., Nanci, A. and Nabi, ?. R. (2000) Exp. Ce??
Res. In press,
32. Stosse?, T. P. (1993) Science 260, 1086-1 094
33. Condee?is, J. (1993) Ann. Rev. Ce?? Bio?. 9, 411-444
34. Mitchison, T. J. and Cramer, L. P. (1996) Ce?? 84, 371-379
35. Lauffenberger, D. A. and Horwitz, A. F. (1996) Ce?? 84, 359-369
36. Nabi, I. R. (1999) J. Ce?? Sci. 112, 1803-1811
98
37. Weber, G. (1977) N. Engi. J. Med. 296, 541-551
38. Warburg, 0. (1956) Science 123, 309-314
39. Beckner, M. E., Stracke, M. L., Liotta, L. A. and Schiffmanm, E. (1990) J. Nati.
Cancer Inst. 82, 1836-1 840
99
FIGURE LEGENDS
Figure 1. AMF-HA expression of transiently transfected Cos7 cells. A. Celi lysates of
untransfected Cos7 cells (Untfd), or Cos7 celis transfected with empty pCDNA3/RSV
vector (E vector), pCDNA3/RSV vector containing AMF cDNA (AMF) or
pCDNA3/RSV vector containing AMF-HA cDNA (AMF-HA), were loaded under
reducing and non-reducing conditions, as indicated, on SDS-polyacrylamide gels
and immunoblotted with antibody to HA. Specific bands corresponding to AMF-HA
migrated at 56 Kd under teducing conditions and at 64 Kd and l3OKd,
corresponding to the monomeric and dimeric forms of AMF-HA, respectively, under
non-reducing conditions. Molecular weight markers are indicated on the lefthand
side of the gels and calculated molecular sizes of AMF-HA under non-reducing
conditions are indicated with arrowheads on the righthand side of the gels. B.
Conditioned medium (Cond. Med.) was prepared from untransfected (Untfd) and
AMF-HA transfected Cos7 ceils as described in the Materials and Methods. From
the same plate, a celI lysate was prepared in an equivalent volume of sample buffer.
Undiluted (1:1) samples of the celI lysate and conditioned medium and diluted
samples (1:10, 1:100, and 1:1000 as indicated) of the AMF-HA ceil lysate were
loaded under reducing conditions on SDS-polyacrylamide gels and immunoblotted


















Figure 1: PGI/AMF binding to celi surface fibrils reguires FN expression. FN’ (A-C,
G-I) and FN’ (D-F, J-L) fibroblasts were plated for 2 days on glass cover slips. The
celis were incubated with 25 pg/ml PGI/AMF conjugated to Alexa-568 (PGI/AMF
568) for 30 minutes at 37°C in medium buffered to pH 7.5 with Hepes (A-F) or to pH
5.0 with MES (G-L) and then flxed with 3% paraformaldehyde. PGI/AMF-568
labeling is shown in red (A, D, G, J) and FN labelled with. mouse anti-FN mAb and
Alexa-488 conjugated anti-mouse secondary antibody shown in green (B, E, H, K).











Figure 2: CelI surface PGI/AMF binding is specific for the fibrillar form of FN. NIH
3T3 celis were plated for 2 days on cover slips coated with 20 pglml of FN. The cells
were then incubated with 25 pglml bPGI/AMF for 60 minutes at 37°C. After fixation
with 3% paraformaldehyde, bPGI/AMF was revealed with Texas Red-streptavidin (A)
and EN labelled with mouse anti-FN mAb and Alexa-488 conjugated anti-mouse
secondary antibody (B). bPGI/AMF appears in red and FN in green •and
colocalisation of the two appeats in yellow in the merged image (C). PGI/AMF binds




Figure 3: FRET analysis shows the direct interaction of PGI/AMF and FN at pH 5 but
flot at pH 7.5. NIH-3T3 ceils incubated with FN-488 for 30 minutes at pH 7.5 in
complete HEPES-buffered medium (A-D) and with PGI/AMF-568 for 30 minutes at
pH 5 in complete MES-buffered medium (E-H) at 37°C were washed with PBS/CM,
fixed with 3% paraformaldehyde and the cover slips mounted in Airvol for confocal
photobleaching FRET analysis. Single scan images before bleaching of the acceptor
PGI/AMF-568 (A, E) and donor FN-488 (C, G) were collected and then the acceptor
was bleached to 60% to 90% in the zone of interest (indicated by the box). New
single scan images were then acquired simultaneously for both the donor (B, F) and
the acceptor (D, H). Donor images are presented in pseudocolor (see bar to right) to
highlight increased donor fluorescence after acceptor photobleaching. The extent of
bleaching (% bleach) and increased donor fluorescence (% FRET) in the bleached
region was quantified and is presented in table form (I) for FN-488 and PGI/AMF-568
as donor/acceptor pairs at both pH 5 and 7.5. Negative controls include donor alone
or acceptor alone at pH 7.5 or 5.0 and as a positive control FRET between EN-488
and FN-568 was measured, as indicated. p values were determined by ANOVA
relative to the FN-488 - PGI/AMF-568 pair at pH 7.5.
Acceptor PGI-568
Before bleaching After bleaching
Donor F N-488




pH Donor Acceptor Number of %Bleach ± SEM %FRET ± SEM
Celis (** p<0.Ol)
7.5 FN-488 PGI-568 29 77.5 ± 1.2 1.02 ± 0.8
7.5 PGI-568 15 69.2 ± 3.5 0.22 ± 1.6 ns
7.5 EN-488 22 0.56±2.9 1.56±0.4 ns
7.5 EN-488 EN-568 19 71.4±2.2 11.1 ± 1.4 **
5 FN-488 PGI-568 30 69.2±2.8 14.6± 1.5 **
5 PGI-568 8 67.9±3.1 -0.6 ±2.8 ns
5 EN-488 6 2.6 ± 2.1 2.1 ± 3.8 ns
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Figure 4: Heparan suiphate (HS) does flot affect the celi surface association of
PGI/AMF at neutral PH. A) NIH-3T3 celis were ieft untreated ottreated with 1, 10, 30
and 100 pg/ml HS for 30 minutes at 37°C and then incubated for 30 minutes at 37°C
with 25 pglml PGI/AMF-568 in complete medium adjusted to pH 7.5 and total celi
associated fluorescence measured. B) For ceils treated with 10 pg/ml HS, FN was
labeled with anti-FN mAb and Alexa-488 conjugated secondary antibodies and the
graph presents the quantification of the fluorescent intensity of total ceil-associated
(Oeil) and FN fibril-associated (FN) PGI/AMF in the absence (CTL; white bars) or
presence of HS (+HS; green bars). PGI/AMF-A568 fluorescent intensity was
quantified from 10 random images per condition and the data normalized to the
condition presenting the maximum intensity (A, B; average of three independent
experiments ± SEM; n=3). Representative images of cells untreated (C) or
pretreated with 10 pg/mi HS (D) are shown with PGI/AMF-568 labeling in red and FN






















Figure 5: HS-stimulates the fibronectin-independent binding of PGI/AMF at pH 5. A.
NIH-3T3 cells were left untreated or treated with 1, 10, 30 and 100 pg/mI HS for 30
minutes at 37°C and then incubated for 30 minutes at 37°C with 5 pglml PGI/AMF
568 in complete medium adjusted to pH 5 with 100 mM MES and total celI
associated fluorescence measured. A selective increase in PGI/AMF-568 binding
was detected at 10 pg/ml HS at pH 5. B. For cells pretreated with 10 pg/ml HS, FN
was labeled with anti-EN mAb and Alexa-488 conjugated secondary antibodies and
the graph presents the quantification of the fluorescent intensity of total celI
associated (CelI) and FN flbril-associated (FN) PGI/AMF in the absence (CTL; white
and gray bars) or presence of HS (+HS; green bars). After incubation in the absence
(CTL+COMP; grey bars) or ptesence of 10 pg/ml HS (HS+COMP; dark green),
PGI/AME-568 binding was competed for by incubating the ceils with 100 pg/ml of
unlabelled PGI/AMF before addition of 5 pg/ml PGI/AME-568 in complete medium
adjusted to pH 5 with 100 mM MES. EN was labeled with anti-EN mAb and Alexa
488 conjugated secondary antibodies and the graph presents the quantification of
the fluorescent intensity of total cell-associated (CelI) and EN fibril-associated (EN)
PGIIÀME. PGI/AME-A568 fluorescent intensity was quantified from 10 random
images per condition and the data normalized to the condition presenting the
maximum intensity (A, B; average 0f three independent experiments ± SEM; n=3;
*p<OO1 relative to control). Representative images in the absence (C) or presence






























Figure 6: Heparan sulfate (HS) induces the FN-independent celI surface association
of PGI/AMF at acid iH. FN celis were incubated in the absence 0f HS (A) or
following pretreatment with 10 pg/mI HS (B) in complete medium adjusted to pH 5
with 100 mM MES for 60 minutes at 37°C and then incubated with 5 pglml PGI/AMF
568 at pH 5 for 60 minutes at 37°C and the distribution of AMF-568 determined by
confocal microscopy. Quantification of the fluorescent intensity of cell-associated
PGI/AMF for untreated (CIL) and treated (+HS) cells is presented graphically (C).












Figure 7: PGI/AMF endocytosis is reguired for its association with cel! surface FN
fibrils. NIH-3T3 ceils were uninfected (A-C) or infected for 48 hours with
adenoviruses expressing wild-type dynamin (dynWT) (D-F), the dominant negative
dynamin K44A mutant (dynK44A) (G-l) and the dominant negative clathrin hub (Cia
Hub) (J-L). The celis were then incubated with 25 pglm! of PGI/AMF-568 for 60
minutes (A, D, G, J) and fixed with 3% paraformaldehyde. Infection rates were from
50-80% and in the selected fields, ail ceils were infected. Uninfected, dynWT and
dynK44A infected celis were labeling with mouse anti-HA antibody and goat Alexa
488 anti-mouse secondary antibody to identify infected celis (B, E, H) and clathrin
hub infected cells were identified by labeling with mouse anti-T7 antibody followed
by labeling with goat Alexa-488 anti-mouse secondary antibody (K). To ensure that
the reduced fibril association of PGI/AMF in the infected cells was flot due to
decreased FN fibrillogenesis, parallel cultures were incubated with PGI/AMF-568
and then labeled for EN with anti-EN mAb and Alexa-488 conjugated secondary
antibodies (C, F, I, L). As the anti-EN antibody used is of mouse origin, infected ceils
could not be identified by labeling with antibodies to the epitope tag, however the
high infection rates ensured that the majority of celis were infected and for the
dynK44A and Cla-Hub infections flelds were selected that presented reduced







Figure 8: PGI/AMF and EN do flot cointernalize and interact at the celi surface. NIH
3T3 celis were coincubated with 25 pg/mI bPGI/AMF and 10 pglml FN-FITC for 10
(A-C) or 60 (D-F) minutes at 37°C. The ceNs were then fixed with 3%
paraformaldehyde and bPGI/AMF was revealed with Texas Red-streptavidin (A, D)
and FN with anti-EN mAb and Alexa-488 conjugated secondary antibodies (B, E).




Figure 9: Endocytosed bPGI/AMF can undergo more than one cycle of endocytosis.
NIH-3T3 celis were incubated with 25 pglml bPGI/AMF in complete medium (A-F) or
with complete medium in the absence of bPGI/AMF (G-I) for 30 minutes at 37°C.
The cells were then washed 3 times with complete medium and then incubated 30
minutes with Texas Red-streptavidin (SA-TR) at 37°C (A-C, G-I) or at 4°C (D-F).
Celis were fixed with 3% paraformaldehyde, permeabilized with 0A% Triton X-100,
and labeled with FIIC-streptavidin (SA-FlIC) to detect endocytosed bPGI/AMF that
had flot been bound by Texas red-streptavidin (B, E, H). Texas Red (red) and FlIC
streptavidin (green) confocal images were merged and confocal colocalisation
appears in yellow (C, F, I). When added at 37°C (A-C) but flot at 4°C (D-F), Texas
Red-streptavidin can be seen to label PGI/AMF positive MVB and was therefore




Figure 10: The complex biology of PGI/AMF and its receptor. At neutral pH,
PGI/AMF binds its receptor AMFR at the celi surface and can be endocytosed via
two different pathways: caveolae/raft-dependent endocytosis to the smooth ER (1) or
clathrin-dependent endocytosis to m ultivesicular bodies (MVBs) (2). I nternalized
PGI/AMF can recycle from MVBs to the plasma membrane (3) where it can undergo
further rounds of endocytosis and recycling (4). Recycling receptor-ligand complexes
can also be sequestered via stable association with FN fibrils (5). At acid pH,
endocytosis is inhibited and PGI/AMF binds directly to FN fibrils (6) or to heparan
suiphate (HS) (7).
Acid pH Neutral pH
Y Clathrin6 dependentFibronectin endocytosis
HS fibrils
4
Recycling to the celi -J-
surface for another 3
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Fibronectin fibrillogenesis, celi spreading and motility require integrin activation
and the dynamic remodelling of the actin cytoskeleton and focal contacts that are
dependent on oncogenic signalling pathways. f31,6-
acetylglucosaminyltransferaseV, the Mgat5 gene product, mediates the
biosynthesis of 3t,6GlcNAc-branched N-glycans, the favoured ligand for
endogenous galectins. Mice deficient in Mgat5 display suppression of cancer
growth and metastasis. Here we report that FN fibrillogenesis and FN-dependent
celi spreading are deficient in Mgat5’ mammary epithelial tumor cells. FN
fibrillogenesis and cell motility on a EN substrate require galectin-3 binding to
Mgat5-modified N-glycans on ceIl surface receptors. Exogenous galectin-3
stimulated RGD-independent, P13-K-dependent fibronectin matrix remodelling and
ceil motility in Mgat5’ celis while galectin-3 at higher concentrations was
inhibitory. Our results indicate that the ratio of galectin-3 to Mgat5-modified
glycoprotein ligands modulates integrin-mediated processes promoting
remodelling of the extracellular matrix and tumor celI motility.
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INTRODUCTION
Extracellular matrices (ECM) are rich in glycoconjugates that serve as
scaffolds for cell migration, polarity and tissue organization. The deposition of FN
provides positional information for mesodermal celi migration during early
embryogenesis and during wound healing (Boucaut et al., 1990; Winklbauer and
Nagel, 1991; Yost, 1992). The organization cf microfilaments at focal adhesion sites
exerts tension from inside the cell in response to integrin interaction with the ECM
(Burridge and Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Geiger et al., 2001; Hynes, 1992;
Yamada and Miyamoto, 1995). At the same time, cell-mediated remodelling of the
ECM is an active process and intracellular activation of integrins alters their affinity
for extracellular ligands (Hynes, 2002).
The adhesion receptor Œ5131 integrin binds fibronectin forming receptor
clusters recruiting paxillin, talin, and vinculin as well as tyrosine kinases and
phosphatases to form adhesion complexes. Interaction with integrins induces a
conformational change in soluble FN dimers that enables their assembly into fibrils
and the formation of a fibrillar network. FN fibril elongation involves centripetal
tensin-dependent translocation of a51 integrin along actin stress fibers (Ohashi et
al., 2002; Pankov et al., 2000; Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer, 2003;
Zamir and Geiger, 2001). Fibrillogenesis also requires FAK (focal adhesion kinase),
Src kinase, phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K) (Chen et al., 1996; Schaller and
Parsons, 1994; Xing et al., 1994) and adaptor proteins such as Grb7, Grb2 and
pl30cas (Han and Guan, 1999; Schlaepfer et al., 1999). FAK-deficient cells fail to
translocate integrin-bound EN along actin filaments to form mature fibrillar adhesions
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(hic et al., 2004). hic et al (hic et al., 2004) suggested that the EN fibril defect in Eak’
cehis is due to a failure of post-adhesive cytoskeletal teorganization and adhesion
site remodehling that is required to support normal EN matrix deposition and
patterning (Hic et al., 2004).
The galectins are a family of N-acetyllactosamine-binding proteins that bind to
N-glycans in the extracellular domain of integrins and other receptors (Ochieng et
al., 1998). Galectin-8 in the substratum supports integrin clustering, and integrin
mediated signaling, but in excess as a soluble ligand, galectin-8 binds integrins and
negatively regulates ceIl adhesion (Levy et al., 2001). We recently reported that
galectin-3 cross-hinks N-glycans on cytokine receptor kinases in a poly-N
acetyllactosamine-dependent manner, forming a molecular scaffold or lattice that
retains receptors at the celI surface (Partridge et al., 2004). Golgi Mgat5 (1,6 N
acetylglucosaminyltransferase V) catalyzes the addition of f31 ,6GlcNAc to complex
type N-glycans, and these are elongated with poly N-acetyllactosamine (Gal- f31,4-
GIcNAc), the preferred higand for galectin-3 (Barboni et al., 2000; Henrick et al.,
1998; Perillo et al., 1998; Yu et al., 2002). In cultured cells, expression of Mgat5 is
associated with reduced cell adhesion on cohlagen IV and EN substrates and
increased cell motihity and tumor formation without affecting celi surface expression
QfŒ5f31 and avf33 integrins (Demetriou et al., 1995b; Guo et aI., 2001). Moreover,
mammary tumor cell hines derived from polyoma middle T oncogene (PyMT)
transgenic mice on a Mgat5” background, deficient in higands attached to N-glycans
that bind to galectins, exhibit reduced peripheral focal contacts, motihity and
propensity to metastasize when compared to Mgat5’ wild type cells (Granovsky et
aI., 2000). These phenotypes are rescued by retroviral expression of Mgat5 in the
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Mgat5’ tumor celis (Granovsky et al., 2000; Partridge et al., 2004). Here we
examine the requirements for galectin ligands and galectin-3 in integrin-mediated FN
fibrillogenesis.
RESU LTS AND DISCUSSION
Wild-type Mgat5 mammary tumor ceils show FN-dependent spreading
response, however the deficient spreading of Mgat5’ mammary tumor ceils is not
rescued by spreading on a FN substrate (Figure 1 A). Mgat5’ tumor ceils also
present a significant reduction in cellular expression of FN, but not cf another ECM
protein, laminin, that could be rescued by retroviral expression of Mgat5 (Figure 1).
Furthermore, in contrast to wild-type and rescue celis that express elaborate fibrillar
FN networks, Mgat5 tumor ceils present littie FN labeling and an absence of FN
fibrils (Figure 1 C-E). On plastic in serum-depleted medium for 24 hours, ail three
celI unes are deficient for FN fibriilogenesis (not shown). However, when plated in
serum-free conditions on a 10 pg/ml FN substrate, wild-type and rescue celI unes but
not Mgatff’ tumor cells are able to reorganize the exogenous substrate EN into fibrils
(Figure 2 A-C, E). Inhibition of terminal N-glycan processing with the u-mannosidase
II inhibitor swainsonine and of galectin binding with 50 mM 3-lactose prevented EN
fibrillogenesis of both wild type and rescue cells (Figure 2 D-F). FAK localization to
focal contacts is crucial for FN fibrillogenesis (hic et al., 2004) and Mgat5’ cells
present fewer and less-organized focal contacts (Granovsky et al., 2000). 1-integrin
does not localize to the paxillin-labeled focal contacts of Mgat5’ cells, however
inhibition of fibrillogenesis by swainsonine or 3-lactose is not associated with
disruption of the focal contact distribution cf either f31-integrin or FAK (not shown).
6$
f31-6 branched N-glycans and galectins do not therefore regulate FN fibrillogenesis
by altering the focal contact distribution of these proteins.
Addition of recombinant galectin-3 to the cell medium stimulates EN matrix
remodelling of wild type cells plated on a EN substrate in a dose-dependent manner
with maximum efficiency at a concentration of 1 pg/ml (Figure 2 G-I). Galectin-3
does not stimulate EN substrate remodelling of Mgat5’ tumor ceHs demonstrating
the importance of interaction of Mgat5 gene products with the carbohydrate
recognition domain (CRD) of galectin-3 in EN remodelling (Figure 2 I). Mgat5 cells
exhibit reduced motile capability relative to wild-type cells (Partridge et al., 2004) and
addition of galectin-3 stimulates migration of wild-type cells but not of Mgat5’ cells
plated on a FN substrate using a wound-healing assay (Figure 3 A-D). Galectin
induced motility stimulation of wild type celis is selective for cells plated on an FN
substrate and exhibits a concentration dependence that is centered around 2 pg/ml,
slightly greater than the peak concentration for EN fibrillogenesis and likely due to
the enhanced celI density used in the wound healing assay (Figure 3 E).
Both EN and its receptor, Œ51 integrin, express 1-6 branched N-glycans
and interact with galectins (Nakagawa et al., 1996; Ochieng et aI., 1998). By
immunobiot, 31 integrin migrates faster in Mgat5’ celf s than in wild-type and rescue
celI lines and immunoprecipitated f31 integrin was labefed with f31-6 branched N
glycan specific lectin L-PHA in wild type and rescue but not Mgat5’ celis (Figure 4
A). Isolation of proteins carrying f31-6 branched N-glycans with L-PHA agarose
showed a complete absence of L-PHA-HRP reactive bands in total ceIl lysates of
Mgat5’cells confirming the Mgat5 deletion in this cell type. f31 integrin and EN could
both be detected in the L-PHA isolates of wild-type and rescue cells by
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immunoblotting (Figure 4 A). Since fibrillogenesis in serum-free conditions uses
exogenous substrate FN (Figure 2), we blotted 1 pg of commercial FN with anti-FN
antibody and L-PHA-HRP (Figure 4 B). Even after extended exposure, we were
unable to detect expression of !31-6 branched N-glycans on commercial FN
excluding the possibility that galectin binding to FN stimulates EN fibrillogenesis.
The RGD domain is an integrin binding domain found in different extracellular
matrix proteins, including FN, implicated in integrin-mediated remodelling of the
extracellular matrix (Hynes, 1990). We used RGD peptides to test the role of
integrin-FN interaction in galectin-mediated fibrillogenesis. Addition of RGD
+1+ . .
containing peptides to Mgat5 wild-type celis prevents their ability to reorganize
substrate EN into fibrils (Figure 4 C, D). However, RGD did not inhibit FN matrix
remodelling induced by galectin-3 and indeed stimulated the incorporation of
exogenous EN into fibrils (Figure 4 E, G). In contrast to the RGD-dependent motility
of wild-type cells in the absence of exogenous galectin-3 on FN or plastic, galectin-3
stimulated motility on FN is not inhibited by RGD (Figure 4 H). Modulation of celI
substrate binding by either regulating cellular expression of integrins or density of
substrate FN is a critical determinant of the celI’s ability to move (Palacek et al.,
1997). The RGD-independent stimulation by galectin-3 binding of both FN
fibrillogenesis and celI motility on a FN substrate argues that galectin-3 binding to
integrin is modulating the nature of FN-integrin interaction to favour FN
fibrillogenesis and stimulate celI motility.
f3-lactose inhibited stimulation of EN fibrillogenesis by galectin-3 in the
presence of RGD peptide defining galectin-3-mediated fibrillogenesis as a glycan
dependent, RGD-independent process (Figure 5 A). We then tested whether
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galectin-3-mediated fibrillogenesis was associated with the P13-K and FAK signaling
events associated with integrin-mediated EN fibrillogenesis (Chen et aI., 1996; hic et
al., 2004; Schaller and Parsons, 1994; Xing et aI., 1994). Galectin-3 induced
fibrillogenesis, either alone or in the presence of RGD, was inhibited in the presence
of the P13-K inhibitor LY294002 (Figure 5 A). Addition of gahectin-3 or galectin-3 plus
RGD peptides resulted in activation of both FAK and Akt that was sensitive to
lactose and therefore galectin-mediated (Figure 5 B). While galectin-3 induced
activation of FAK P397 was essentiahly equivalent in the absence or presence of
RGD peptide, Akt activation was greater in the added presence of RGD than with
galectin-3 alone (Figure 5 B). Treatment with LY294002 completely inhibited
activation of Akt but only shightly reduced FAK activation (Figure 5 B). Galectin-3
binding therefore stimulates integrin activation of FAK independently of Pl3-K and
disruption of RGD-mediated integrin-FN interactions favors galectin mediated
activation of downstream activation of P13-K signaling.
The synergistic increase in fibrillogenesis and downstream Akt signalhing
induced by galectin-3 in the presence 0f RGD peptides (Figures 4, 5) demonstrates
that regulation of RGD-dependent integrin interaction with FN impacts on galectin-3
mediated fibrillogenesis and downstream P13-K signahing. Adhesion—dependent
activation of Akt by integrin can occur independently of FAK and Src (Velhing et al.,
2004). Similarly, the ability of RGD peptide to enhance galectin stimulation of Akt
without affecting FAK activation levels (Figure 5) argues that disruption of RGD
based EN binding is facilitating integrin-dependent Akt activation via an alternate
pathway. Activation of the Pl3-K pathway is generally repressed in Mgat5 cells and
galectin binding to wild-type cells induces a functionally modified receptor lattice for
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the TCR and TGF-f3-R that signais via P13-K (Demetriou et ai., 2001; Partridge et ai.,
2004). Simiiariy, recruitment of integrin to the gaiectin iattice may moduiate integrin
mediated activation of P13-K. Cytokine receptor tyrosine kinases coiocaiize with
integrin receptors in remodeiiing membranes and ciustering of cytokine receptors
with integrins enhances focai adhesion signaiiing by stimuiating Src activation
(Schwartz and Ginsberg, 2002). Synergistic activation of various receptor compiexes
via the gaiectin iattice may contribute to iocaiize signai activation ieading to EN
poiymerization and ceil migration.
Stimuiation of ceii growth by fibronectin poiymerization can occur via both
RGD-dependent and —independent mechanisms with the iatter shown to be
mediated by heparin proteogiycans (SottHe et ai., 2000). Proteogiycans are not
however substrates for N-giycan specific Mgat5. Knockout mice for integrin Œ5 are
stiii abie to stimuiate EN matrix formation (Yang et ai., 1993) and overexpression of
integrin Œ4 f31, that binds to EN in an RGD-independent manner, induced EN
fibriiiogenesis in CHO ceils depleted of a5 integrin (Sechier et ai., 2000). The abiiity
of iactose and RGD peptide to independentiy inhibit fibriliogenesis in the absence of
added exogenous galectin-3 argues that cooperative interaction between gaiectin
and RGD-mediated integrin binding is required to initiate EN fibriiiogenesis, at ieast
in these mammary tumor derived ceii unes (Eigures 2, 4). Mgat5/gaiectin-3 mediated
stimulation of EN flbriiiogenesis via an RGD-independent pathway identifies a novei
mechanism for ECM reorganization.
A fibronectin-dependent roie for galectin-3 function in ceii adhesion and
motiiity couid expiain the discordant data obtained with respect to the roie of
gaiectin-3 expression in ceii adhesion, ceii motiiity and tumor metastasis (Takenaka
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et aI., 2004). Interestingly, galectin-3 enhances the migration of primary non-invasive
tumour celis through Matrigel but not of most metastatic celis (Le Mater and Hughes,
1996). Mgat5 expression plays a critical role in early stages of ceN transformation
and tumorigenesis (Demetriou et al., 1995a; Granovsky et aI., 2000) and
polylactosamine chain extension is directly associated with tumor malignancy.
Cellular transformation is associated with reduction of EN expression in cultured
ceils (Hynes and Wyke, 1975; Olden and Yamada, 1977) and EN expression in
tumors varies dramatically. Differential expression of Mgat5, EN and galectin-3
depending on the type and state cf advancement of the tumor would therefore
impact on the ability of galectin-3 to stimulate FN fibrillogenesis and such that the
role of galectin-3 in tumor celi motility, invasion and metastasis could vary.
MATERIAL AND METHODS
Antibodies and reagents
Bovine plasmatic fibronectin, bovine serum albumin solution (BSA 30%),
rabbit anti-laminin and mouse anti--actin antibodies, swainsonine (SW), 3-lactose,
RGD peptide, LY294002 wete purchased from Sigma (Oakville, ON). Mouse anti
fibronectin antibody was purchased from Transduction Laboratories (Mississauga,
ON), rat anti-integrin 131 antibody and mouse anti-paxillin antibody from Chemicon
(Temecula, CA) and rabbit anti-EAK-P397, anti-FAK, anti-Akt-pSer-473, and anti-Akt
antibody from Biosource International (Camarillo, Ca). EITC and HRP-conjugated
rat, mouse and rabbit secondai-y antibodies were purchased fi-cm Jackson
Immunoresearch Laboratories (West Grove, PA). Phalloidin and secondai-y
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antibodies conjugated to Aiexa-488, -568, or -647 were purchased from Moiecular
Probes (Eugene, OR). L-PHA g& and L-PHA HRP were purchased from EY
Laboratories (San Mateo, CA). Protein G sepharose was purchased from invitrogen
Canada Inc. (Burlington, ON). Human recombinant galectin-3 was produced as
previously described (Gong et al., 1999).
Ce!! Culture
Wild-type and Mgat5 ‘ epithelial mammary tumor ceils were isolated and
cloned from Mgat5 deficient mice crossed with mice expressing the PyMT oncogene
(Granovsky et al., 2000). PyMT Mgat5’ celis were rescued by infection with a
retroviral Mgat5 expression vector (Granovsky et al., 2000). CelIs were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with non-essential
amino acids, vitamins, glutamine, penicillin-streptomycin (Canadian Life
Technologies) and 10% fetal bovine serum (FBS) (lmmunocorp, Lavai, QC) at 37°C
in a humidified 5% C02/95% air incubator. Where indicated, cover slips were coated
with fibronectin by incubation with 200 pI of a solution of 10 pg/ml of fibronectin in
PBS for 30 minutes at room temperature and then washed 3 times with PBS before
plating the cells.
Immunofluorescence labeling.
CelIs were plated on glass cover slips, where indicated coated with 10 pg/ml
of fibronectin, for 2 days at 37°C in a humidified 5% C02/95% air incubator in
complete medium for 5 hours and then for 2 days in serum-free medium
supplemented with 1 pg/ml swainsonine, 20 mM f3-lactose, 100 pg/ml RGD, or 50
pM LY294002 togethet with the indicated concentrations of recombinant galectin-3.
CelIs were washed with PBS (pH 7.4) supplemented with 0.1 mM Ca2 and 1 mM
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Mg2 (PBS/CM) and then fixed with 3% paraformaldehyde for 15 min at room
temperature. After fixation, cells were rinsed extensively with PBS and permeabilized
with 0.1 % Triton X-100 in PBS/CM containing 0.5% BSA for 15 min to reduce non
specific binding. Subsequent washing and incubations with phalloidin, primary and
fluorescent secondary antibodies were done in PBS/CM containing 0.2% BSA. After
labeling, the cover slips were mounted in Airvol (Air Products mc, Allentown, PA)
and viewed with the 63X Plan Apochromat objective cf a Leica TCS-SP1 confocal
microscope or with the 40X objective cf a Zeiss Axiophot fluorescence microscope
equipped with a Retiga CCD camera. Fibronectin fibrillogenesis cf cells plated on a
fibronectin substrate was quantified from images cf siides labeled in parallel for each
experiment and acquired with equivalent acquisition parameters. Threshhold levels
were established across the series cf siides from each experiment that selected for
fibrillar fibronectin and excluded substrate fibronectin labeling using Northern Eclipse
image analysis software (Empix Imaging, Mississuage, ON).
Immunoblot and Immunoprecipitation
For immunoblot experiments, cells cultured at 80% confluence and washed three
times with ice cold PBS/CM were scraped, Iysed, and sonicated in lysis buffer
containing 1% SDS, 5 mM EDTA, and 1 X Complete Mini (protease inhibitor cocktail
tablets) (Roche, Lavai, QC). For immunoprecipitation experiments, cells were
scraped and lysed in extraction buffer (EB) containing 25 mM Tris, pH 7.5, 25 mM
glycine, 150 mM NaCI, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100, and protease inhibitor
cocktail. Ptotein content was assayed using the BCA protein assay (Pierce,
Rockford, IL). Integrin f31 was immunoprecipitated with rat anti-integrin f31 and
protein G agarose beads and f31-6 branched N-glycan proteins precipitated with L-
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PHA agarose. To measure FAK-P397 and Akt ser-473 expression, ceils were
cultured at 60-70% confluence on Petri dishes coated with 10 pg/ml fibronectin. Ceil
monolayers were washed three times with ice cold PBS/CM, lysed with 400 pI of hot
(95°C) reducing Laemmli buffer, scraped and sonicated. Equal protein
concentrations were loaded onto a 7.5% SDS-PAGE and transferred onto Hybond C
extra nitrocellulose membrane (Amersham). The blots were blocked with 5% non-fat
dry milk in PBS or with 5% BSA in TBS ( Tris-base, NaCI, pH7.6) complemented
with 0.1% tween for both primary and secondary antibody labelling, and with 2%
BSA in PBSITween 0.1% buffer for L-PHA HRP labelling. The labeled bands were
revealed by chemiluminescence and exposed to preflashed Kodak XRP-1 film.
Wound Healing
PyMT mammary tumor celis were plated on 35 mm plastic dishes coated with
10 pglml of fibronectin for 2 days at 37°C in a humidified 5% CO/95% air incubator
in complete DMEM until 90% confluency. The celis were grown for 1 day in serum
free medium before wounding of the monolayer by scraping from the middle of the
plate and incubation ofthe cells in serum-free medium supplemented with 20 mM f3-
lactose, 50 pM LY294002 and indicated concentrations of recombinant galectin-3
and RGD. Cells were then fixed aftet 1 day and images collected with a 20X
objective. Images were analysed and cell motility quantified with Northern Eclipse
image analysis software by measuring the distance from the scrape of the 10 most
motile cells for 4 fields of each conditions.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1: Mgat5’cells exhibit a deficient spreading response to fibronectin, reduced
endoqenous EN expression and impaired EN fibrillogenesis. Oeil spreading of wiid
type and Mgat5 PyMT mammary tumor celis was measured on a FN substrate at
the indicated concentrations (A). Total ceil lysates (40 pg protein) of wiid type,
Mgat5’ and Mgat5 rescued PyMT mammary tumor ceil unes were biotted for EN,
laminin andactin, as indicated (B). Moiecular mass markers (in kDa) are indicated
and the graph shows the densitometric quantification of band intensity (n = 3). Wild
type (C), Mgat5 (D) and Mgat5 rescued (E) celis were fixed and iabeied with mouse





































Figure 2: Galectin-3 binding to branching 3-1-6 N-glycans regulates EN
fibrillogenesis. Wild Type (WT) (A, D, E), Mgat5’ (B) and Mgat5 rescued (C) ceils
were plated for 2 days on cover slips coated with 10 pg/ml of EN in serum-free
medium (A-C) supplemented with lpg/ml swainsonine (D) or 20 mM f3-Iactose (E).
CeNs were flxed and EN Iabeled with mouse anti-EN mAb and Alexa-488 conjugated
antibodies (green) and actin with Texas-red phalloidin (red). EN fibril intensity was
quantified from 10 images of each condition, as indicated (E; ±SEM; n=4; *p<001
relative to control condition of wild type cells). Alternatively, wild-type cells were
plated on an FN substrate in serum-free medium in the absence (G) or presence of 1
pg/ml recombinant galectin-3 (H) and labeled for EN (green) and phalloidin (red). EN
fibril intensity was quantified from 10 images of wild type and Mgat5” cells plated in
serum-free medium supplemented with 0, 0.5, 1, 2 and 5 pg/ml recombinant

































Figure 3: Fibronectin-dependent stimulation of celi motility by galectin-3. Migration of
Mgat5’ (A, C) and wild-type (B, D) PyMT tumor ceils over a 24 hour period in
serum-free medium on an EN substrate (10 pg/ml) in the absence (A, B) or presence
(C, D) of 2 pg/mI galectin-3 was determined using a wound healing assay. The
dashed une indicates the location of the wound. The distance migrated from the
wound of the 10 most motile ceils was measured in 4 fields for ceils plated on plastic
or on an EN substrate in the presence of 0, 1, 2, 3 or 5 pg/ml galectin-3 (E; ±SEM;
























Figure 4: Disruption of RGD-mediated integrin binding enhances galectin-3
stimulation of EN fibrillogenesis and celI motility. Total cell lysates, f31-integrin
immunoprecipitates and L-PHA-agarose binding fractions from wild type, Mgat5”
and Mgat5 rescued cells were blotted with either anti-31-integrin antibodies, L-PHA
HRP or anti-FN antibodies, as indicated (A). In Mgat5 cells, 31-integrin migrates
more rapidly in SDS-PAGE (* indicates background band in anti-31 lP) and is not
recognized by the 31-6 branched N-glycan specific lectin L-PHA. EN also carnes L
PHA labeled 31-6 branched N-glycans (A; bottom panel). To determine whether
exogenous EN carnes 31-6 branched galectin binding sites, 1 jg of commercial
fibronectin was blotted with anti-EN antibody or L-PHA-HRP, as indicated (B).
Commercial FN was not recognized by L-PHA. To test whether integrin-EN binding
regulates galectin-3 induced fibrillogenesis, wild type cells were plated for 2 days on
glass cover slips coated with 10 pg/ml of EN in serum free medium unsupplemented
(C) or supplemented with 100 pg/ml RGD (D), 1 pg/ml galectin-3 (E) or 100 pg/ml
RGD and 1 pg/ml galectin-3 (F) and labeled for fibronectin (green) and F-actin (red).
Under the same conditions, EN fibril intensity (G; 10 images per condition;n4;
*p<001) and celI migration (H; migration of 10 most motile ceils from 4 frames for
each conditions; n=5; *p<001 relative to CTL).
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Figure 5: FAK and Akt activation regulate galectin-3 mediated fibronectin matrix
remodelling and celi migration. EN fibrillogenesis (top) and celi migration (bottom)
was measured in wild type celis plated for 2 days on an FN-coated substrate in
serum-free medium supplemented with 100 pg/mI RGD, 1 pg/mI galectin-3, or RGD
and galectin-3 in the absence or presence of 20 mM f3-Iactose or 50 pM LY294002,
as indicated (A). The effect ôf galectin-3 and/or RGD on FAK and Akt activation was
studied by western blotting of total wild type cell lysates with anti-FAK-P397, anti
FAK, anti-Akt-ser-473 and anti-Akt antibodies (B). Phosphorylated and total forms of
FAK and Akt were blotted on corresponding antibody-stripped nitrocellulose
membrane to determine relative activation in the same samples. The graphs show
the densitometric quantification of FAK-P relative to total FAK and Akt-ser-473





























Supplementary fiQure: Mgat5 deletion affects f31 integrin localisation into focal
contacts. Wild Type (A, C, D, E-H), Mgat5’ (B, I-L) celis plated for 2 days on glass
cover slips coated with 10 pg/ml of EN in serum free medium in presence of lpg/ml
of swainsonine (C) and 20 mM f3-lactose (D) were flxed with 3% paraformaldehyde.
Integrin f31 was labeled with rat anti-integrin f31 mAb and FITC conjugated anti-rat
antibodies, paxillin with mouse anti-paxillin mAb and Alexa-568 conjugated
secondary antibodies and phosphorylated form of FAK P397 was labeled with rabbit
anti- FAK P397 mAb and Alexa-647 conjugated secondary antibodies. Integrin f31
appears in green (A-D) and in gray (E, I), paxillin in red (A-D) and and in gray (E- J).
The merge between integrin and paxillin appears in yellow (A-D) and between
integrin, paxillin and FAK P397 in white (H, L). Bar: 10 pm, Integrip f31 is localised
into the focal contacts in the wild type ceils but not in the Mgat5 celis and the








1.1 Les voies non classiques de sécrétion des protéines
La sécrétion des protéines cytosoliques nécessite généralement la présence
d’un peptide signal de sécrétion, du côté N-terminal, impliqué dans le ciblage des
protéines depuis le RE et l’appareil de Golgi vers la surface cellulaire (Walter,
Gilmore et al. 1984; Mellman and Warren 2000). Cette voie dépendante du REIGolgi
est la voie dite “classique” de sécrétion des protéines.
Certaines protéines ne possèdent pas de peptide signal de sécrétion et sont
sécrétées en suivant des voies non conventionnelles diverses (Nickel 2003). C’est le
cas, entre autre, de l’AMF et de la galectine-3 (Niinaka, Paku et al. 1998; Hughes
1999).
1.1.1 La gécrétion de I’AMF/PGI
La PGI est une enzyme ubiquitaire clé de la glycolyse, impliquée dans
l’isomérisation du D-glucose-6-phosphate en D-fructose-6-phosphate. La
transformation cellulaire est associée à la surexpression et à la sécrétion de la PGI,
qui une fois dans le milieu extracellulaire, devient le facteur de motilité autocrine,
lAME (Liotta, Mandler et al. 1986; Watanabe, Takehana et al. 1996; Niinaka, Paku
et al. 1998), une cytokine capable non seulement de stimuler la motilité et la
croissance des cellules mais aussi d’induire l’expression de métalloprotéases, de
favoriser l’angiogenèse des cellules endothéliales de façon patacrine et de réguler
l’apoptose (Silletti, Watanabe et al. 1991; Silletti, Paku et al. 1996; Funasaka, Haga
et al. 2001; Torimura, Ueno et al. 2001; Haga, Funasaka et al. 2003; Yu, Liao et al.
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2004). L’AMF/PGI est donc un facteur très important dans le processus
métastasique.
L’AMF/PGI ne possède pas de peptide signal de sécrétion et les mécanismes
qui régulent sa sécrétion ne sont pas compris (Niinaka, Paku et al. 1998). La
sécrétion de l’AMF semble être indépendante d’une mutation ou d’un épissage
alternatif de la protéine car la séquence d’ADNc de la protéine cytosolique est la
même que celle de la protéine sécrétée (Niinaka, Paku et al. 1998). Par contre, elle
semble dépendre de la surexpression de la protéine, de la transformation des
cellules et de l’activité d’une protéine caséine kinase II qui phosphoryle lAME sur la
sérine 185 (Liotta, Mandler et al. 1986; Niinaka, Paku et al. 1998; Haga, Niinaka et
al. 2000). La surexpression.ectopique de l’AMF dans les cellules NIH-3T3 induit la
transformation des cellules et la sécrétion de lAME (Tsutsumi, Gupta et al. 2003).
Nous avons généré une protéine de fusion de l’AMF/PGI en ajoutant un
étiquette HA, codant pour trois copies des 10 acides aminés de l’hémagglutinine, du
coté 3’ de l’ADNc de l’AMF/PGI humaine (GenBanK accession no. K03515)
(Niinaka, Paku et al. 1998). L’AMF/PGI-HA a été insérée dans un vecteur de forte
expression pCDNA3/RSV et exprimée de façon transitoire dans les cellules Cos.
Cette étude a constitué la première étude de la surexpression de l’AMF-étiquetée
dans des cellules de mammifère. Elle a permis d’effectuer une évaluation du rapport
entre l’expression de la PGI cytosolique et sa sécrétion.
L’expression cellulaire de l’AMF/PGI-HA était entièrement cytosolique.
L’étude du milieu conditionné, sur une période de 16 heures, a montré que 0.1 à 1%
de la quantité totale de l’AMF/PGI-HA exprimée par les cellules Cos était sécrétée.
Celle quantité pourrait paraître insuffisante pour stimuler la motilité des cellules.
Toutefois, des études, effectuées â partir du milieu conditionné de cellules
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transfectées avec l’ADNc codant pour l’AMF, ont montré qu’une très faible quantité
d’AMF, de l’ordre du nanogramme et même du picogramme, était suffisante pour
stimuler la motilité et la croissance des cellules (Haga, Niinaka et aI. 2000;
Funasaka, Haga et al. 2001). La PGI, en tant qu’enzyme glycolytique, est une
protéine très fortement exprimée dans la cellule (ter Kuile 1999). Donc il est possible
que 1% de la quantité totale d’AMF/PGI-HA exprimée par les cellules Cos soit une
quantité d’AMF acceptable pour avoir une activité cytokine. Il serait intéressant de
déterminer qu’elle est la quantité d’AMF sécrétée par les cellules tumorales in vivo.
Est-ce que cette quantité augmente avec le degré de transformation des cellules?
La sécrétion de la PGI par les cellules tumorales est un mécanisme crucial dans la
tumorigénicité des cellules. Une meilleure compréhension des mécanismes qui la
régulent pourrait permettre de la contrôler.
1.1.1 L’expression de I’AMF/PGI-HA.
Le groupe du Dr Avraham Raz a montré que la sutexpression de l’AMF dans
les cellules NIH-3T3 transfectées de façon stable induisait la sécrétion de l’AMF et
rendait les cellules plus motiles (Tsutsumi, Hogan et al. 2003). Une autre étude
utilisant deux types de cellules tumorales, des cellules de fibrosarcome qui
expriment l’AMF-R et des cellules d’ostéosarcome qui ne l’expriment pas, a montré
que l’expression de l’AMF-R était cruciale pour la stimulation de la motilité par l’AMF
(Yanagawa, Watanabe et al. 2004). Ils ont observé que la surexpression de l’AMF
induisait sa sécrétion dans le milieu de culture des deux types cellulaires. Toutefois,
seules les cellules de fibrosarcome, qui exprimaient lAME-R, devenaient plus
motiles et métastasiques. Les cellules d’ostéosarcomes qui n’exprimaient pas l’AMF
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R n’avaient pas d’augmentation de leur motilité cellulaire. La stimulation autocrine de
la motilité induite par l’AMF dépend donc de l’expression de son récepteur l’AMF-R
et pas seulement de la simple surexpression de l’AMF.
Ces résultats appuient l’idée que la sécrétion de la PGI est un élément
important de la progression tumorale. Toutefois, certaines cellules normales peuvent
également sécréter l’AMF/PGI/NLKIMF. Les cellules T stimulées par des lectines
sécrètent la NLK qui induit la maturation des cellules B en cellules sécrétrices
d’anticorps (Gurney, Apatoif et al. 1986; Gurney, Apatoif et al. 1986). LAME
sécrétée agit de façon autocrine mais il peut également agir de façon paracrine sur
les cellules normales en tant que cytokine (Le, Benlimame et al. 2000), facteur
angiogénique (Funasaka, Haga et al. 2001) mais aussi en tant que NLK ou ME (Xu
and Chiao 1996; Chiao, Xu et al. 1999), et son activité reste, là encore, limitée par
l’expression de son récepteur (Leclerc, Vallée et al. 2000).
1.2 Autres protéines secrétées par la voie non classique et associées au
cancer
La PGI n’est pas la seule enzyme glycolitique à être surexprimée et sécrétée
par les cellules tumorales. L’augmentation de la glycolyse aérobique et anaérobique
a souvent été associée à la progression tumorale (Mathupala, Rempel et al. 1997;
Gatenby and Gillies 2004; Zu and Guppy 2004). La glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6P-DH) et la lactate déshydrogénase (LDH) (une enzyme
glycolitique anaérobique impliquée dans la conversion du lactate en pyruvate) sont
toutes deux surexprimées par les cellules tumorales et fortement exprimées dans le
sérum de patients atteints du cancer (Nagy and Macleod 1979; Szeinfeld 1989;
Dimopoulos, Barlogie et al. 1991 ; Merlini, Perfetti et al. 1993; Koukourakis,
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Giatromanolaki et al. 2003; Jurisic, Konjevic et al. 2004). L’expression de la LDH
dans le sérum, pourrait être utilisée comme outil de pronostique pour la détection
des non-Hodgkins Iymphoma et de la faible chance de survie des patients atteint du
cancer du poumon (Jurisic, Konjevic et al. 2004; Turna, Solak et al. 2004). L’HIF-l,
un facteur de transcription qui est exprimé par les tumeurs en état dThypoxie,
augmente l’expression de la PGI et de la LDH (Yoon, Buchler et al. 2001;
Koukourakis, Giatromanolaki et al. 2003; Welsh and Powis 2003 ). Cette
augmentation du métabolisme permettrait aux cellules tumorales de résister à
l’hypoxie et à l’acidification qui se développent dans les tumeurs et favoriserait la
prolifération et l’invasion des cellules (Beckner, Stracke et al. 1990; Welsh and
Powis 2003; Gatenby and Gillies 2004).
1.2.1 Le fGF
Le FGF est un facteur angiogénique qui se rapproche de l’AMF par le peu de
compréhension qui entoure son mode de sécrétion (Mignatti, Morimoto et al. 1992;
Nugent and lozzo 2000, Burgess, et al. 1989; Tsutsumi, Hogan et al. 2003). lI a été
proposé que les facteurs angiogéniques pouvaient être libérés à la suite de
blessures mécaniques du tissu ou d’une nécrose due à l’hypoxie dans le cas des
tumeurs (McNeil, Muthukrishnan et al. 1989). L’hypoxie favorise l’expression de
l’AMF (Yoon, Buchler et al. 2001). Des études ont montré que le FGF était sécrété
dans le milieu de culture sans que sa sécrétion soit associée avec une augmentation
de la mort cellulaire (Mignatti, Morimoto et al. 1992; Florkiewicz, Majack et al. 1995).
Les études en western blot ont montré que le poids moléculaire de l’AMF/PGI-HA
sécrétée était un peu différent de celui de l’AMF/PGI-HA cytosolique, ce qui suggère
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que la sécrétion de l’AMF n’est pas passive et que lAME doit subit des modifications
post-traductionelles avant d’être sécrétée (NHnaka, Paku et al. 1998). Toutefois il
serait intéressant de vérifier si la libération de l’AMF dans le milieu extracellulaire est
accompagnée d’une augmentation de la mort des cellules.
La conformation de l’AME pourrait réguler sa sécrétion. La sécrétion de FGF
semble dépendre d’un résidu cystéine, la cys3o, qui est impliqué dans la
dimérisation de FGF, sa forme active (Tarantini, Gamble et al. 1995). La mutation de
ce résidu empêche la dimérisation et la sécrétion de FGF. La conformation
dimérique de la PGI est indispensable à son activité glycolytique et l’AMF active son
récepteur lorsqu’elle est sous forme de dimère et de tétramère (Sun, Chou et al.
1999; Amraei and Nabi 2002) Une mutation ponctuelle dans la séquence de lAME,
qui l’empêcherait de former des dimères et des tétramères, nous permettrait de
déterminer si la conformation de l’AMF détermine sa sécrétion. Toutefois, la NLK qui
est sécrétée par les cellules neuronales semble être active sous la forme de
monomère (Mizrachi 1989). Il serait intéressant de comparer la sécrétion de la PGI
dans les fibroblastes transformés à celle des cellules neuronales. L’acidification du
milieu de culture réduit PAMF à sa forme monomérique et cette conformation est
reliée à son association directe avec la matrice de EN (Amraei and Nabi 2002). Une
protéine recombinante de l’AMF qui resterait sous forme de monomère nous
permettrait également d’approfondir les études de l’association de l’AMF avec la EN
dans des conditions plus physiologiques (voir section 2.3.3).
1.2.2 La sécrétion des galectines
Les galectines suivent, elles aussi, une voie de sécrétion différente de la voie
ER/Golgi (Hughes 1999). Les galectines sont synthétisées par des ribosomes libres
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dans le cytoplasme sans peptide signal de sécrétion (Couraud, Casentini-Borocz et
al. 1989; Wilson, Firth et al. 1989; Menon and Hughes 1999) et leur sécrétion ne
semble pas être affectée par l’utilisation de la Brefendin-A et de la monensine qui
sont des inhibiteurs de la voie “classique” de sécrétion (Lindstedt, Apodaca et al.
1993; Sato, Burdett et al. 1993; Hughes 1999).
Les galectine-1 et 3 s’accumulent sous la membrane et sont exportées par
des vésicules liées à la membrane plasmique, les exosomes, qui bourgeonnent vers
l’extérieur de la cellule où ils libèrent leur contenu (Cooper and Barondes 1990;
Sato, Burdett et al. 1993; Mehul and Hughes 1997; Hughes 1999). La partie N-
terminale de la protéine est impliquée dans ces mécanismes (Gong, Honjo et al.
1999; Menon and Hughes 1999). La délétion des 120 premiers acides aminés de la.
protéine empêche sa sécrétion, par contre, l’addition de ce segment à la partie N-
terminale d’une protéine cytosolique n’est pas suffisante pour induire sa sécrétion
(Gong, Honjo et al. 1999; Menon and Hughes 1999). Donc la partie N-terminale de
la protéine n’est pas le seul déterminant a être impliqué dans la sécrétion de la
protéine et aucune donnée n’explique comment la protéine est ciblée et concentrée
sous la membrane (Menon and Hughes 1999).
t3 Les implications pour la sécrétion de l’AMF
La comparaison de la séquence des gènes de la PGI/AMF/NLK/MF et les
études cristallographiques ont montré que le domaine enzymatique de la PGI, qui
est situé dans un domaine central à l’interface entre les deux dimères de la protéine,
était très conservé entre les espèces depuis les bactéries jusqu’aux mammifères
(Sun, Chou et al. 1999; Arsenieva, Hardre et al. 2002; Tanaka, Haga et al. 2002).
Des différences entre la séquence de la PGI de bactérie (Bacillus
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represent a pathological exaggeration of a normal biological process, the acid
mediated sequestration of cytokines by the extracellular matrix (ECM). Howevet, in
spite of the well-characterized ability cf ECM-associated proteoglycans, such as
heparin, to sequester cytokines (Ruoslahti et al., 1992; Vlodavsky et al., 1996)
alternate mechanisms by which the ECM sequestets cytokines remain poorly
defined.
The PGI/AMF receptor, gp78 or AMER, is a seven-transmembrane domain G
protein-coupled receptor recently identified as an endoplasmic reticulum (ER)
associated RING finger-protein ligase (Fang et al., 2001; Registre et aI., 2004;
Shimizu et al., 1999). AMER internalizes its ligand via both caveolae/raft-dependent
endocytosis te the smooth ER and clathrin-dependent endocytosis te multivesicular
bodies (Benlimame et al., 1998; Le et al., 2000; Le et al., 2002; Le and Nabi, 2003;
Nabi and Le, 2003). The clathrin-dependent pathway has been shown te be
associated with the recycling cf AMF/PGI and its receptor te celi surface EN fibrils
(Le et al., 2000). The ability of PGI/AMF te associate directly with EN at acid pH
(Amtaei et al., 2003) and indirectly following receptor-mediated recycling at neutral
pH (Le et al., 2000) led us te address the specificity and mechanisms cf PGI/AME
association with EN fibrils at neutral and acid pH.
We show here that PGI/AMF intetacts specifically with EN in its fibrillar form
at both neutral and acid pH. Eluorescent resonance energy transfer (ERET) was
however detected between PGI/AME and EN only at acid pH, representing the first
demonstration cf ERET between EN and an interacting protein and indicative cf a
direct interaction between these two proteins at acid pH. Heparan sulphate (HS) has
been shown te mediate cytokine binding to EN but PGI/AME association with the ceil
surface at neutral pH is net affected by the addition of HS. At acid pH, PGI/AMF
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binding exhibits a dose-dependent increase in ceil surface binding in the presence of
HS that is flot specific for FN fibrils and occurs even in the absence of FN expression
identifying two distinct mechanisms for PGI/AMF sequestration at acid pH. At neutral
pH, the indirect interaction of PGI/AMF with EN s receptor-mediated and serves to
sequester recycling PGI/AME. Multiple mechanisms therefore mediate the ceIl
surface interactions of PGI/AMF.
MATERIALS AND METHODS
Antibodies and reagents
Rabbit phosphoglucose isomerase (Sigma P-9544; referred to as PGI/AME),
poly-L-lysine, bovine plasmatic EN, bovine serum albumin solution (BSA 30%), and
heparan sulphate proteoglycan were purchased from Sigma Chemical Co. (Oakville,
ON). Monoclonal anti-EN antibody was purchased from Transduction Laboratories
(Mississauga, ON). Streptavidin conjugated to either Texas Red or fluorescein was
purchased from Jackson lmmunoresearch Laboratories (West Grove, PA). Mouse
anti-hemagglutinin (HA) was a gift from Luc Desgroseillers (Department of
Biochemistry, Université de Montréal). Monoclonal Anti-T7 tag antibody was
purchased from Novagen. Texas-Red conjugated phalloidin, Alexa-488 goat anti
mouse, Alexa-568 goat anti-mouse, and Alexa-647 goat anti-rabbit secondary
antibodies were purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Human FN-FITC
was a gift from Deane Mosher (University of Wïsconsin, Madison, Wl). The Alexa
Eluor 488, Alexa Eluor 568 and the FluoReporter® FITC Protein Labeling Kits were
purchased from Molecular Probes (Eugene, Oregon) and used to tag both AME and
bovine FN according to the manufacturer’s instructions. PGI/AMF was biotinylated
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with long chain N-hydroxyl-succinimido-biotin (Pierce, Rockford, IL) accotding to the
manufacturer’s instructions.
Ce!! Culture
NIH-3T3 fibroblasts obtained from the American Type Culture Collection
(1658-CRL) were cloned for these studies (Benlimame et al., 1998). Fibroblasts
differentiated from ES cells heterozygous (FN’) and homozygous (FNj for the
fibronectin (EN) mutation (Saoncella et al., 1999) were obtained from Deane Mosher.
The cells were grown in a Dulbecco’s modifled Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with either 10% calf serum (NIH-3T3) or 10% fetal bovine serum
(EBS) (FN’ and EN fibroblasts), non-essential amino acids, vitamins, glutamine
and a penicillin-streptomycin antibiotics (Canadian Life Technologies) at 37°C in a
humidified 5% CO/95% air incubator. Where indicated, cover slips were coated with
EN by incubation with 200 pI of a solution of 10 pg/ml of EN in PBS for 1 hour at
room temperature and then washed 3 times with PBS before plating the cells.
Viral Infection
Recombinant adenovirus expressing the tetracycline-regulatable chimeric
transcription activator (tTA), HA-tagged wild-type dynam in-1 (dynVVT), HA-tagged
dominant negative dynamin-1 K44A mutant (dynK44A) and T7-tagged clathrin hub
(CIa-hub), under the control of the tetracycline-regulated promoter were used as
previously described (Altschuler et al., 1998; Altschuler et al., 1999; Le et al., 2002).
To enhance infection rates, viral stocks of tTA, dynVVT, dynK44A and Cla-hub, wete
preincubated with 10 pg/ml of poly-L-lysine for 30 min at room temperature. Infection
with only tTA adenovirus was used as a control. NIH-3T3 cells were plated on glass
cover slips for 24 hours and rinsed once with PBS befote addition of the
adenovirus/poly-L-lysine mixture in 2 ml of serum-free medium for I hour at 37°C.
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After removal of the adenovirus mixture, the ceils were rinsed twice with serum-free
media and then incubated for 36 hours in regular culture media.
Immunofluorescence labeling
50 000 NIH-3T3, FW’ and FN’ fibroblasts were plated on glass cover slips
for 2 days before each experiment. For the PGI/AMF internalization studies, celis
were pulse labeled with 5 or 25 pg/ml of biotinylated PGI/AMF (bPGI/AMF) or Alexa
568 conjugated PGI/AMF (PGI/AMF-568) in bicarbonate-free, HEPES-supplemented
(pH 7.4) complete medium (complete HEPES medium) or in bicarbonate-free, MES
supplemented (pH 5.0) complete medium for the indicated times at 37°C. Where
indicated ceils were pretreated with 10 pg/mI heparan sulphate proteoglycan for 1
hour, competed with excess (lOOpg/mI) PGI/AMF, or coincubated with 10 pg/mI
fluorescein conjugated fibronectin (FN-FITC). CeNs were washed with complete
HEPES medium and PBS (pH 7.4) supplemented with 0.1 mM Ca2 and I mM Mg2
(PBS-CM) and then fixed with 3% paraformaldehyde for 15 min at room
temperature. After fixation, celis were rinsed extensively with PBS and permeabilized
with 0.1 % Triton X-100 in PBS-CM containing 0.5% BSA (PBS-CMrrXIBSA) for 15
min to reduce non-specific binding. Ail washings and incubations with both primary
and secondary antibodies were done with PBS/CM containing 0.2% BSA (PBS
CM/BSA). Postfixation labeling was performed with Texas Red-streptavidin to label
bPGI/AMF or with the indicated primary antibodies followed by the appropriate
fluorescent secondary antibodies. To follow the recycling of PGI/AMF, NIH-3T3 ceNs
were pulse labeled with 25 pg/ml of bPGI/AMF for 30 minutes at 37°C in complete
HEPES medium, washed with complete medium during 10 minutes and then
incubated with Texas Red-streptavidin at 37°C or at 4°C for 30 minutes. The cells
were washed extensively with complete HEPES medium and PBS-CM before
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fixation with 3% paraformaldehyde and permeabilization with PBS-CMtrXIBSA.
Intracellular bPGI/AMF was then labeled with FITC-streptavidin for 30 min. After
labeling, the cover slips were mounted in Airvol (Air Products mc, Allentown, PA)
and viewed with the 60X Plan Apochromat objective of a BioRad MRC-600 or the
63X Plan Apochromat objective of a Leica TCS-SP1 confocal microscope equipped
with 488, 568, and 633 laser unes.
From 8-bit confocal images, acquired with the 63X objective of the Leica TCS
SPi confocal microscope at zoom 1, of cells double labeled for PGI/AMF-568 and
FN, celI- and FN-fibril associated fluorescence intensity were quantified using
Northern Eclipse software (Empix Imaging, Mississauga, Ontario). For each
experiment, using the most intensely labeled PGI/AMF-568 slide, gain and offset
were adjusted (glowoverunder) to just below saturation and just above zero intensity,
respectively, and ail images were subsequently acquired with the same confocal
settings. From 10 images per condition, non-cellular regions were cut and total
fluorescence intensity of the PGI/AMF-568 label determined. Subsequently, a
Boolean AND operation was performed between the PGI/AMF-568 labeled image
and the FN image and the fluorescent intensity of only the PGI/AMF-568 positive
pixels that overlapped with FN labeled pixels quantified from each image to provide
a measure of the PGI/AMF labeling that overlapped with FN fibrils. Presented data
represent the average of three independent experiments (± SEM) and statistical
analyses were performed using the Student t test.
Photobleaching fluorescence resonance energy transfer (FRET)
Photobleaching FRET analysis was performed on fixed celis by measuring
donor fluorescence intensity before and after destruction of the acceptor by
photobleaching. NIH-3T3 cells were incubated with EN-488 for 30 minutes at pH 7.5
I 19
in complete medium and then for 30 minutes with PGI/AM F-568 at pH 7.5 or at pH 5
in bicarbonate-free medium at 37°C. Incubations with only FN-488 or PGI/AMF-568
or with FN-488 and FN-568 at pH 7.5 served as controls. Celi were washed with
PBS/CM and fixed with 3% paraformaldehyde and the cover slips were mounted in
Airvol. Images were collected and analysed on a Leica TCS-SP1 confocal
microscope (Leica Microsystems, Germany) equipped with a 63 X Plan Apochromat
objective, an argon laser for 488 nm excitation, a krypton laser for 568 nm excitation
and data analysis software to quantify the intensity of the fluorescence.
The measured FRET efficiency was calculated using the technique of
acceptor photo-bleaching. First, single scan images at zoom iX of donor (Alexa-488)
and acceptor (Alexa-568) were collected with a pinhole of 1 Airy unit. Then, the
acceptor was bleached in the zone of interest with the Krypton 568 laser at high
intensity for 20 frames over 32s 395ms such that the acceptor was photo-bleached
by 60% to 90%. New single scan images at zoom iX were then acquired
simultaneously for both the donor and the acceptor. The sample was not bleached to
100% to avoid oxidation of the sample and bleaching of the donor. Donor and
acceptor fluorescence intensity in the bleached window were quantified before and
after bleaching of the acceptor. Percentage FRET and bleach efficiency were
calculated from donor or acceptor fluorescence intensity measured before and after
photobleaching of the acceptor according to the equation {%FRET= (Daftet
Dbefore)/Dafter } where Dbefore and Daffer represent the emitted intensity of the donor or
acceptor fluorescence collected specifically in the bleach region before and after the
photobleaching, respectively (Kenworthy, 2001; Wouters et al., 2001).
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RESULTS
Specific interaction of PGIIAMF with ceil surface fibronectin fibrils
Previous data showed that incubation of NIH-3T3 celis with PGI/AMF results
in its internalization via clathrin-coated vesicles to a multivesicular body (MVB) and
subsequent recycling to the ceIl surface where it associates with EN fibrils (Le et al.,
2000). To determine the specificity of PGI/AMF-FN interaction, we studied PGI/AMF
endocytosis and recycling in EN’ fibroblasts. Compared to heterozygous FN’
fibroblasts, EN homozygous mutated EN’ fibroblasts do not express EN fibrils on the
celi surface (Figure 1). Some FN did associate with the celis, apparently from EN
present in the serum, but did not form fibrils. Following a 30 minute pulse with
PGI/AMF conjugated with Alexa 568 (PGI/AMF-568), internalized PGI/AME-568 is
localized to punctate vesicular structures corresponding to MVBs (Le et al., 2000) in
both ceIl types. However, a fibrillar distribution of PGI/AME was observed only in the
EN’ cells where it colocalized with celi surface EN fibrils (Figure 1 A-C). Recent
studies have shown that PGI/AME can associate directly with FN fibrils at acid pH
(Amraei et al., 2003). Similarly, PGI/AME exhibited increased association with EN
fibrils of FN’ ceils at pH 5 fEigure 1, G-l). However, for EN’ cells, endocytosis is
blocked by acid pH and a fibrillar association of PGI/AME was flot observed (Eigure
1 J-L) at either neutral or acid pH. The ceIl surface fibrillar association of PGI/AME is
therefore highly specific for EN expression at neutral and acid pH.
To assess whether PGI/AMF specifically interacts with fibrillar forms of EN,
we plated NIH-3T3 ceNs on dimeric EN coated cover slips. After 48 hours culture,
both an elaborate fibrillar network of EN as well as substrate-associated dimeric EN
are visualized (Figure 2). After incubation with 25 pg/ml of bPGI/AME for 60 minutes
at pH 7.5, confocal images show that bPGI/AME is incorporated into MVBs and
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colocalizes with FN fibrils but is net asscciated with the dimeric non-fibrillar EN
substrate (Eigure 2).
Two distinct mechanisms of PGIIAMF sequestration at acid pH
In order to determine the nature cf the association between PGI/AME and EN
at bcth neutral and acïd pH, we performed ERET analysis by accepter
phctcbleaching cf NIH-3T3 cells incubated for 60 minutes with PGI/AMF-568 and
EN-488 at either pH 5 or pH 7.5 (Eigure 3). While a ERET efficiency cf -14.6 ±1.5%
was detected for interaction between PGI/AME-568 and EN-488 at pH 5, essentially
no energy transfer was detected at pH 7.5. The efficiency cf transfer between
PGI/AM E-568 and EN-488 at pH 5 was significant and ccrrespcnded te that cbtained
between FN-568 and FN-488. No transfer was observed in the absence cf accepter
or donor indicating that the energy transfer is specific. The Eôster radius for
Alexa48S and A1exa568, defining the distance at which energy transfer is 50%
efficient, is 62 A (Mclecular Probes website). At pH 5, PGI/AME and EN are
therefore in close prcximity and likely directly interacting. The lack cf energy transfer
at pH 7.5 indicates that at neutral pH interaction between PGI/AME and EN is net
direct.
HS is implicated in ECM-mediated sequestratien cf multiple cytokines
(Vlcdavsky et al., 1996) and has been shcwn te bind speciflcally te matricryptic sites
in EN (Hcmandberg et al., 1985). Te determine if HS is invclved in the association cf
PGIIAME with the EN fibrils, NIH-3T3 cells were pretreated with various
concentrations cf HS (1-100 pg/ml) and then incubated with PGI/AME-568. At
neutral pH, the addition cf HS did net affect the total cellular association cf PGI/AME
acrcss the range cf HS concentratiens (Figure 4 A). Specific associatien cf PGI/AMF
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wfth FN fibrils was not affected by the presence of 10 pglmf HS (Figure 4 B) and
preincubation with HS did flot influence PGI/AME endocytosis to MVBs (Figure 4 C
D). However, when NIH-3T3 cells pretreated with HS (at pH 7.5) were incubated with
PGI/AMF-568 at pH 5.0, the cellular association of PGI/AMF was increased in a
dose-dependent manner with maximal binding at 10 pg/ml HS (Figure 5 A). The
increased cellular binding of PGI/AMF in the presence of HS could be competed with
an excess of PGI/AMF indicating that this interaction is saturable (Figure 5 B).
However, quantification of the overlap of PGI/AMF labeling with EN fibrils showed
that specific interaction with EN fibrils was only slightly increased (Figure 5 B) and in
the presence of HS PGI/AMF was seen to exhibit a punctate distribution that did not
colocalize with EN or FN fibrils (Figure 5 C, D). In FN cells, HS still stimulated the
celI surface association of PGI/AMF-568 at acid pH and the HS-dependent ceil
surface binding of PGI/AMF was not fibrillar but rather punctate in nature (Figure 6).
HS therefore mediates an alternate, EN-independent mechanism for the celI surface
association of PGI/AMF at acid pH.
PGI/AMF endocytosis is necessary for its association with FN fibrils on the celi
surface
As the indirect interaction of PGI/AMF with EN at neutral pH is evidently not
mediated by HS, we undertook to determine the extent to which PGI/AMF
association with EN fibrils requires prior receptor-mediated PGI/AME endocytosis
and recycling. NIH-3T3 cells were infected with an adenovirus expressing wild type
dynamin (dynwT), the dominant negative form of dynamin (dynK44A) that blocks
both clathrin-dependent and the caveolae/raft-dependent endocytosis, or the clathrin
hub that blocks specifically clathrin-dependent endocytosis (Altschuler et al., 1998;
Altschuler et al., 1999; Le and Nabi, 2003). As expected, infection with dynWT does
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flot affect the endocytosis and recycling of PGI/AMF-568 (Figure 7). Infection with
dynK44A and the clathrin hub do not affect FN fibrillogenesis (Figure 7 F, I, L) but
their expression prevents flot only PGI/AMF uptake to MVBs but also its association
with ceIl surface fibrils (Figure 7). The clathrin-dependent endocytosis of PGI/AMF is
therefore a prerequisite for its association with FN fibrils.
Coincubation of celis with both PGI/AMF and FN allowed us to segregate
PGI/AMF internalization from FN fibrillogenesis. After 10 minutes of coincubation,
bPGI/AMF is Iocalised essentially exclusively to MVBs, as previously reported (Le et
aI., 2000), while the vast majority of celI-associated FN is incorporated into fibrils
(Figure 8 A-C). After 60 minutes coincubation, bPGI/AMF is Iocalized to MVBs as
welI as to celI surface FN fibrils. The minimal presence of FN in PGI/AMF-positive
MVBs argues that interaction between bPGI/AMF and FN occurs following delivery
of PGI/AMF to the celI surface.
If this were the case, we should be able to capture recycling PGI/AMF at the
celI surface. NIH-3T3 cells were pulse labeled with bPGI/AMF for 30 minutes and,
after a 10 minute wash, incubated with Texas Red streptavidin at either 37°C or 4°C
for a further 30 minutes (Figure 9). Following incubation at 4°C, Texas Red
streptavidin added to viable cells could be observed to bind only to celI surface
fibrillar structures. However, when added to ceNs at 37°C it was also internalized to
intracellular vesicular structures that colocalized with bPGI/AMF labelled after
fixation with FITC-streptavidin. In the absence of a prior bPGI/AMF pulse, Texas Red
streptavidin was not observed to label the cells. bPGI/AMF that has recycled to the
plasma membrane can therefore undergo another round of endocytosis prior to
interaction with and sequestration by FN fibrils.
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DISCUSSION
Trafficking and FN interaction of PGI/AMF
PGI/AME activation of its receptor activates a pertussis toxin sensitive G
protein mediated pathway and downstream PKC, P13-K, MEK and JNK signaling
pathways as well as the small GTPases rac and rho (Nabi et al., 1990; Torimura et
al., 2001; Tsutsumi et al., 2002). PGI/AME stimulation induces the rearrangement of
focal adhesion proteins and induction of stress fibers as well as the translocation of
131 integrins to the celi surface (Timar et al., 1996; Torimura et al., 2001). PGI/AMF
stimulates celi adhesion and spreading of metastatic murine melanoma cells (B16a)
on a EN substrate (Timar et al., 1996) as well as the incorporation of substrate EN
into fibrils in low metastatic K1735-C111 murine melanoma cells and its degradation
by high metastatic K1735—M1 cells (Silleffi et al., 1998). AMER activation of
downstream effectors, including rho-mediated contractility (Tsutsumi et al., 2002;
Zhong et al., 1998), is therefore implicated in ECM reorganization during celI motility.
PGI/AME s internalized by its receptor via both clathrin- and caveolae/raft
dependent pathways (Benlimame et al., 1998; Le et al., 2000; Le et al., 2002; Le and
Nabi, 2003). The clathrin-dependent pathway targets MVBs and we have previously
shown that internalized PGI/AME can recycle to cell surface EN fibrils (Le et al.,
2000). The ability of adenoviral infection with both the clathrin hub and dynamin
K44A to prevent PGI/AME association with EN fibrils (Figure 7) shows that clathrin
dependent endocytosis and recycling of PGI/AMF is a prerequisite for its association
with EN fibrils. Together with the fact that inhibition of caveolae/raft-dependent
endocytosis with mf3CD does not prevent fibril association of PGI/AME (Le et al.,
2000), these data show definitively that the caveolae/raft-dependent uptake of
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PGI/AMF (Benlimame et al., 1998; Le et al., 2002; Le and Nabi, 2003) does flot
mediate EN association.
The demonstration that PGI/AMF can recycle from MVBs for more than one
cycle argues that upon recycling to the celI surface, the PGI/AMF-AMFR complex
does flot interact directly with FN but can be reinternallzed (see Figure 10). EGF-R is
targeted to multivesicular endosomes that mediate its downregulation (Felder et al.,
1990; Futter et al., 1996) and EGF-R can signal from endocytic compartments
(Pennock and Wang, 2003; Sorkin, 2001). Similarly, the clathrin-dependent
PGI/AMF-AMFR recycling pathway via MVBs may be involved in AMER signaling
function. For instance, plating cells on a PGI/AMF coated substrate inhibited celI
motility and the clathrin- but flot the caveolae/raft-dependent uptake of PGI/AMF (Le
et al., 2000). Reduced EN expression has long been associated with transformation
and tumor progression (Hynes and Wyke, 1975; Olden and Yamada, 1977) and
polymeric or superfibronectin inhibits tumor growth and metastasis (Pasqualini et al.,
1996; Yi and Ruoslahti, 2001). Sequestration of recycling PGI/AMF-AMFR
complexes by association with EN fibrils may limit the extent of ligand-dependent
AMER signaling. In the absence of EN fibril expression, functional PGI/AMF-AMFR
interaction and signaling would be potentiated contributing to tumor celI motility and
metastasis.
Coincubation cf celis with both PGI/AMF and EN shows clearly that after only
ten minutes EN is incorporated into fibrils while PGI/AMF is endocytosed to
endosomes. Little to no EN could be detected in PGI/AMF positive MVBs and it is
therefore unlikely that this recycling pathway is involved in EN fibrillogenesis. EN
fibrillogenesis is a multistep cell-mediated process that invokes conformational
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changes in FN structure mediated by Œ5f31 integrin and rho-dependent elongation
along actin fibres ta generate elongated fibrillar structures (Wierzbicka-Patynowski
and Schwarzbauer, 2003). However, whether integrin endocytosis and recycling
(Molnar et al., 1987; Pierini et al., 2000) is involved in fibril initiation and
fibrillogenesis is not clear. Adenoviral expression of dynK44A and clathrin hub,
inhibiting bath caveolae/raft- and clathrin-dependent or only clathrin-dependent
endocytosis, respectively, did not affect the extent of FN fibrillogenesis by NIH-3T3
cells indicating that endocytosis is not required for fibril formation.
Acid-specific sequestration of PGIIAMF
Many proteins interact with EN including multiple integrins as well as ECM
proteins such as collagen, fibrin, thrombospondin, tissue transglutaminase and
proteoglycans. FN undergoes dramatic structural changes upon fibril formation that
reveal formerly cryptic protein binding sites (Geiger et al., 2001; Pankov and
Yamada, 2002). Matrix assembly and exposure of cryptic motifs is critical for the
contractility, adhesion and celI growth properties of FN (Davis et al., 2000; Hocking
et al., 2000; Mercurius and Morla, 1998; Sottile and Hocking, 2002). Fibrinogen,
thrombospondin-1 and transglutaminase associate specifically with EN fibrils and
their incorporation into the ECM is further associated with fibril assembly (Dardik and
Lahav, 1999; Pereira et al., 2002; Verderio et al., 1998). The lack of celI surface
association of PGI/AME with EN’ cells at bath neutral and acid pH in the absence of
HS indicates clearly that the celI surface fibrillar interaction of PGI/AMF is specific for
EN. The selective binding of PGI/AME ta EN fibrils but not soluble EN argues that t
interacts with cryptic motifs exposed upon fibril formation.
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PGI/AMF is an oligomeric protein whose enzymatic function is dependent on
dimer formation (Bruch et aI., 1976) and acidification to pH 5 is associated with Ioss
of enzymatic activity due to disruption of PGI/AMF oligomeric structure (Amraei et
aI., 2003; Dyson and Noltmann, 1968). We have previously shown that the acid
induced association of PGI/AMF with EN is associated with both changes in the
tertiary structure of the protein and disruption of the oligomeric structure of the
protein (Amraei et aI., 2003). The detection of FRET between PGI/AME and FN at
pH 5 indicates that interaction between the proteins is direct and supports a role for
the altered conformation of PGI/AMF at acid pH as a mediator of its interaction with
EN fibrils. While intramolecular FRET has been described for FN (Baneyx et al.,
2001; Baneyx et aL, 2002), we are not aware of any studies showing FRET between
EN and a EN binding protein. Intermolecular FRET between EN and PGI/AMF at pH
5 therefore demonstrates clearly the direct protein-protein interaction between EN
and a cytokine.
Curiously, in spite of the specificity of the ceIl surface fibriHar binding of
PGI/AMF for FN (Figure 1), this interaction is not saturable (Amraei et aI., 2003)
(Figure 5). Under the conditions used, EN binding sites are evidently not limiting for
PGI/AMF binding. PGI/AME interaction with EN at pH 7.5 is saturable and AMER
associates with EN fibrils in NIH-3T3 ceils (Le et aI., 2000). The Iack of FRET
between PGI/AMF and FN and the required role for receptor recycling in PGI/AME
association with EN at neutral pH are consistent with the AMER-mediated interaction
of PGI/AMF with EN. While the precise nature of this interaction remains unclear,
distinct mechanisms mediate the interaction of PGI/AME and EN at neutral and acid
pH.
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The role of heparan suiphate proteoglycans in the sequestration by the ECM
cf angiogenic factors, such as VEGF and FGF-2, chemokines, such as interleukin-8
and platelet factor 4, and growth factors, including IGF-I and TGF-Œ, is weII
established (Folkman and Shing, 1992; Ruoslahti et al., 1992; Vlodavsky et al.,
1996). Heparin-mediated interaction with the ECM protects cytokines from
degradation by matrix metalloproteases and concentrates cytokines for subsequent
release upon matrix degradation (Bottaro, 2002; Miao et aI., 1996). HS selectively
increases cellular PGI/AMF binding at acid and flot neutral pH identifying HS as a
cellular receptor for PGI/AMF under acidic conditions. Although FN has two defined
HS binding sites (Homandberg et al., 1985), the presence of HS does not enhance
PGI/AMF binding to FN fibrils and increases PGI/AMF binding te FN ceNs. HS
therefore mediates the FN-independent interaction of PGI/AME with the celi under
acidic conditions. Acid-induced conformational changes of PGI/AMF (Amraei et al.,
2003) therefore regulate both its binding to EN fibrils and to HS. Similarly, calcium
dependent conformational changes in thrombospondin mediate its interaction with
both EN and heparin (Dardik and Lahav, 1999).
We have therefore identified two acid-speciflc mechanisms for the
sequestration cf PGI/AME: direct interaction with EN fibrils and EN-independent
binding to celi surface- associated HS. Hypoxia is associated with local acidification
and results in the activation of HIE-1, a transcription factor that induces transcription
of genes coding for glycolytic enzymes and angiogenic factors (Dang and Semenza,
1999), including PGI/AME (Niizeki et al., 2002; Yoon et al., 2001). lncreased
expression of glycolytic enzymes and glycolysis under hypoxic conditions would
therefore result in the increased secretion of PGI/AME into an acidic milieu. The
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specific sequestration of PGI/AMF and other angïogenic cytokines, such as VEGF
(Goerges and Nugent, 2003; Goerges and Nugent, 2004), under acidic conditions
may serve to concentrate proangiogenic factors at sites of tissue damage in order to
promote angiogenesis towards the damaged region upon resolution of the tissue
insult.
Multiple pH selective mechanisms therefore exist for the celI surface
interaction of PGI/AMF. Recently, insulin-like growth factor binding protein-3 was
shown to interact with celi surface PGI/AMF and inhibit its cytokine activity (Mishra et
al., 2004). The cytokine function of PGI/AMF is specific for the mammalian and not
the bacterial or yeast forms of this conserved glycolytic enzyme and was evidently
acquired evolutionarily (Amraei and Nabi, 2002). The PGI/AMF receptor, AMER,
contains RING and CUE domains but a database search for CUE domain-containing
proteins could identify only a C. elegans homologue for AMER (Ponting, 2000;
Shimizu et al., 1999). Metazoan AMER was proposed to result from the fusion of a
yeast RING finger containing protein and Cuelp, a ubiquitin scaffolding protein
(Ponting, 2000) suggestive of the coordinate acquisition of ligand cytokine function
and expression of its receptor early during the evolution of multicellular organisms.
The multiple celI surface interactions of this ligand and elaborate trafficking of its
receptot (Figure 10) may represent acquired mechanisms to regulate and harness
the cytokine function ofthis ubiquitous, circulating cellular protein.
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Figure 2. Subcellular localization of the AMF-HA fusion protein. Cos7 celis were
transiently transfected with cDNA coding for AMF-HA and fixed with
paraformaldehyde prior to (A, B) or after (C, D) Triton X-100 permeabilization. The
celis were then immunofluorescently double labeled with anti-HA antibody and Alexa
488 conjugated anti-mouse secondary antibodies (A, C) and Texas Red phalloidin to
reveal F-actin (B, D). AMF-HA is diffusely localized within the cytoplasm and
concentrates at peripheral actin densities (A, B). Prior treatment with Triton-X100
extracts AMF-HA (C) but not F-actin (D) demonstrating the cytosolic distribution of




Figure 3. Glycolysis regulates AMF-HA association with actin-rich protrusions. Cos7
celis transiently transfected with cDNA coding for AMF-HA were Ieft untreated (A, B,
C), treated with 100 mM oxamate for 1 hour (D, E, F) or with 100 mM oxamate and
100 mM pyruvate for 1 hour (G, H, I) before fixation with paraformaldehyde and
immunofluorescent labeling with anti-HA antibody and Alexa 488 conjugated anti
mouse secondary antibodies (A, D, G) and Texas Red phalloidin to reveal F-actin (B,
E, H). Confocal images from both fluorescent channels were superimposed (C, F, I)
and colocalization appears in yellow. Bar = 10 pm.
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figure 4. Quantification ofAMf-HA association with actin-ricli protrusions. For at Ieast 15
Cos7 celis transiently transfected with cDNA coding for AMF-HA, the number ofAMf-HA
concentrations which colocalized with peripheral actin densities (as in figures 2 and 3) were
counted per celi for ceits lefi untreated (CTL) or treated with 100 mM oxamate for I hour
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SUMMARY
Phosphoglucose isomerase (PGI) is a glycolytic enzyme that moonlights as a
cytokine under the aliases autocrine motility factor (AMF), neuroleukin and
maturation factor. The cytokine function of PGI/AMF targets multiple celi types
however mechanisms that regulate and sequester this ubiquitous, circulating
cytokine remain Iargely unidentified. PGI/AMF is shown here to bind selectively to
cell-associated fibrillar fibronectin. Fluorescence resonance energy transfer (FRET)
experiments show that energy transfer was detected at acid pH but not at neutral pH
indicating that PGI/AMF binds directly to fibronectin at acid pH. Heparan sulphate
does flot affect celI association of PGI/AMF at neutral pH but enhances the cell
surface association of PGI/AMF at acid pH. The increased celt surface binding of
PGI at acid pH in the presence of heparan sulphate occurs independently of
fibronectin expression identifying two distinct mechanisms for PGI/AMF
sequestration under acidic conditions. At neutral pH, the indirect interaction of
PGI/AMF with fibronectin requires prior clathrin-dependent endocytosis and is
therefore receptor-mediated. PGI/AMF undergoes a second round of endocytosis
upon recycling to the plasma membrane such that association with fibronectin fibrils
serves to sequester recycling PGI/AMF receptor complexes. The multiple highly
specific mechanisms for the sequestration of PGI/AMF may represent acquired
mechanisms to regulate and harness the cytokine function of PGI/AMF.
ABBREVIATIONS:
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PG1: phosphogiucose isomerase; AMF: autocrine motility factor; gp78: glycoprotein
of 78 KDa, AMFR: autocrine motiiity factor-receptor; RA: rheumatoid arthritis;
VEGF-R: vascular endothelial growth factor receptor; Fit-1: fiotiiin-1; EN: fibronectin;
ECM: extraceiiuiar matrix; ER: endopiasmic reticuium; FRET: fluorescent resonance
energy transfer; HS: heparan suiphate; HA; anti-hemaggiutinin; dynWT: wiid-type
dynamin-1; dynK44A: dominant negative dynamin-1 K44A mutant; Cia-hub: T7-
tagged ciathrin hub; tTA: tetracyciine-reguiated promoter; FITC: fiuotescein
isothiocyanate; MVB: muitivesicuiar bodies; FAK: focal adhesion kinase; PKC:
protein kinase C; Pi3-K: phosphatidylinositoi 3-kinase; MEK: MAP kinase kinase;




Phosphoglucose isomerase (PGI, EC 5.3.1.9) is a glycolytic enzyme
expressed in ail cells that plays an essential role in gluconeogenesis. It represents
an example of a mooniighting protein that also functions as an extracellular cytokine
(Copley, 2003; Jeffery, 1999; Smalheiser, 1996). The neurokine, neuroleukin, was
identified in 1986 and shown ta increase the survival of cultured sensoty neurons
and, following secretion by lectin-stimulated T cells, ta induce the maturation of B
cells into antibody secreting ceils (Gurney et al., 1986a; Gurney et al., 1986b).
Subsequent comparison of the sequence of neuroleukin with that of PGI revealed
identity between the twa proteins, raising the question as ta how a ubiquitous,
cytosolic enzyme could also function as an extracellular cytokine (Chaput et al.,
1988; Faik et al., 1988). The demonstration in 1996 that autocrine motility factor
(AMF), a tumor secreted cytokine, and maturation factor, a Jymphokine, were
identicai ta PGI confirmed the extracellular moonlighting cytokine function of this
glycolytic enzyme (Watanabe et al., 1996; Xu et al., 1996). The association of
hippocampal expression of PGI/AMF and its receptor (gp78 or AMER) with learning
and memory (Luo et al., 2002) and the ability of PGI/AME ta induce the
differentiation of human myeloid cells into monocytes (Xu et al., 1996) further
supported the previously reported neurokine and lymphokine functions of PGI/AME
(Gurney et al., 1986a; Gurney et al., 1986b). PGI/AME cytokine activity has also
been shown ta be involved in osteoblast differentiation during mineralization (Zhi et
al., 2001) and ta be necessary for embryo implantation (Schulz and Bahr, 2003).
PGI/AMF is therefore a ubiquitous cytokine with multiple cellular and tissular targets.
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As AMF, PGI was identified as a cytokine secreted by tumor cells whose
expression is linked to tumor celI invasion and metastasis (Liotta et al., 1986;
Watanabe et al., 1996). Serum PGI/AMF activity has long been reported and s
associated with tumor expression (Bodansky, 1954; Schwartz, 1973) indicating that
this protein s actively released from both normal and tumor cells. Overexpression of
PGI/AMF by stable transfection of NIH-3T3 ceils has shown that its de novo
secretion is sufficient for cellular transformation and tumorigenicity (Tsutsumi et al.,
2003). PGI/AMF also stimulates angiogenesis via the paracrine stimulation of
vascular endothelial growth factor receptor (VEGE-R) FIt-1 expression (Funasaka et
al., 2001; Funasaka et al., 2002). lnterestingly, both PGI/AMF and VEGF have
recently been reported to exhibit pH dependent binding to fibronectin (EN) (Amraei et
al., 2003; Goerges and Nugent, 2003; Goerges and Nugent, 2004). pH-dependent
association with EN may serve to sequester angiogenic cytokines under conditions
of hypoxia and consequent acidification that can subsequently serve to induce
angiogenesis towards the damaged region (Goerges and Nugent, 2004).
PGI/AME cytokine activity is found in rheumatoid synovial fluid (Watanabe et
al., 1994) and its deposition on synovial surfaces and ability to induce an
autoimmune response in rheumatoid arthritis (RA) identified it as a possible
autoantigen different ftom normal circulating PGI/AME (Mandik-Nayak et al., 2002;
Matsumoto et al., 1999; Schaller et al., 2001). Our demonstration that acid-induced
changes in the tertiary structure of PGI/AMF strongly increase its association with
the extracellular fibronectin matrix argues that changes in local microenvironment
cou Id alter the behaviour of the protein (Amraei et al., 2003). lndeed, intra-articular
hypoxia in rheumatoid joints and consequent upregulation of PGI/AMF has been
suggested to perpetuate RA (Naughton, 2003). Involvement of PGI/AMF in RA may
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stearothermophilus) et de mammifère (lapin, porc, humain) ont été notées au niveau
des domaines périphériques de la protéine et particulièrement au niveau du motif
S185N1D188, impliqué dans la sécrétion de la protéine, qui est absent de la
séquence de la PGI de bactérie où le résidu sérine est remplacé par un résidu
glycine (Sun, Chou et al. 1999; Haga, Niinaka et al. 2000). La sécrétion de la PGI et
sa fonction cytokine pourraient être des propriétés acquises par les cellules au cours
de l’évolution.
Nos études ont montré que L’AMF/PGI-HA était concentrée dans les
lamellipodes et les pseudopodes des cellules Cos et nos marquages en
fluorescence montrent que cette concentration est proche de la membrane
plasmique des cellules. L’interaction entre les enzymes de la glycolyse et le
cytosquelette d’actine a souvent été observée (Masters 1984; Lanzara and Grazi
1987; Mejean, Pons et al. 1989; Wang, Morris et al. 1996; Rogalski-Wilk and Cohen
1997). Le traitement des cellules au Triton X-100 (un détergent) a permis d’extraire
totalement l’AMF/PGI-HA des cellules sans affecter le cytosquelette d’actine, donc
les deux protéines sont très proches mais elles ne sont pas fortement associées. La
concentration de l’AMF/PGI, dans une région proche de la membrane, pourrait
favoriser son exportation vers le milieu extracellulaire. Toutefois, nous n’avons
jamais observé de bourgeonnement d’exosomes qui contiendraient l’AMF, comme
c’est le cas pour les galectines. Toutefois, l’AMF pourrait être exportée par un
transporteur membranaire comme le FGF-2 qui semble être exporté par la pompe
Na/K ATPase (Florkiewicz, Anchin et al. 1998).
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2 LA MATRICE EXTRACELLULAIRE DE FIBRONECTINE
La tumorigénicité des cellules est depuis longtemps associée avec la
réduction de l’expression de la EN et de son récepteur, l’intégrine a531 (Vaheri and
Ruoslahti 1975; Mautner and Hynes 1977). Les cellules tumorales étudiées
exprimaient peu de EN et d’intégrine Œ5f31 et la restauration de l’expression de
l’intégrine Œ5r31 et de la EN réduisait la prolifération des cellules tumorales in vitro et
la croissance des tumeurs in vivo (Giancotti and Ruoslahti 1990; Varner, Emerson et
al. 1995; Akamatsu, Ichihara-Tanaka et al. 1996). Ces résultats étaient appuyés par
le fait que la survie et la croissance des cellules normales dépendent de l’adhésion
cellulaire aux protéines de la MEC, alors que ce n’est pas le cas des cellules
malignes (Dike and Earmer 1988; Meredith, Eazeli et al. 1993; Frisch 1994) et que
les cellules tumorales expriment une grande variété de métalloprotéases qui
dégradent les constituants de la MEC (Matrisian 1992; Nelson, Eingleton et al. 2000;
Marquez-Curtis, Dobrowsky et al. 2001; Klein, Vellenga et al. 2004).
La croissance des tumeurs a été étudiée dans des souris hétérozygotes
mutées sur les gènes de la EN et de l’intégrine a5 (Taverna, Ullman-Cullere et al.
1998). Les résultats ont montré que la perte de l’expression de la FN et de l’intégrine
Œ5 n’était pas associée avec une augmentation de la formation des tumeurs, ou une
augmentation du niveau de métastasie, même lorsque la mutation de la EN ou de
l’intégrine a5 était combinée avec la mutation du gène suppresseur de tumeur p53
(Taverna, Ullman-Cullere et al. 1998).
D’autres études ont montrées que la surexpression de la FN pouvait être
associée avec l’augmentation de la tuinorigénicité des cellules (Akiyama, Olden et
al. 1995; Wu, Keightley et al. 1998) et que lorsqu’elle n’était pas totalement
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dégradée par les métalloprotéases, la FN pouvait être fortement exprimée dans les
tumeurs (Arihiro, mai et al. 1993; David, Nesland et al. 1994; loachim, Charchanti et
al. 2002; Hegele, Heidenreich et al. 2003). L’interaction entre les intégrines et la EN
serait impliquée dans la migration, l’invasion et la métastasie des cellules tumorales
(Liaw and Crawford 1999).
Donc, contrairement à ce qui avait été conclue des études effectuées à partir
de cellules en culture, la perte de l’expression de la FN et de son récepteur n’est pas
toujours une conséquence de la transformation des cellules et ne favorise pas
l’implantation des tumeurs.
Nos études sur les cellules PyMT Mgat5 ont montré que la perte de
linvasivité et de la tumorigénicité des cellules Magt5” (Granovsky, Fata et al. 2000)
était accompagnée de la perte de l’expression et de la fibrillogénèse de la FN alors
que le niveau d’expression des intégrines était inchangé. La relation entre la
fibrillogénèse de la EN et la tumorigénicité des cellules semble donc dépendre du
type de cellule et du type de cancer étudié.
L’importance de l’AMF, de l’AMF-R, de Mgat5 et de la galectine-3 dans les
différents mécanismes cellulaires reliés à la tumorigénicité des cellules a été
démontrée (Liotta, Mandler et al. 1986; Silletti, Watanabe et al. 1991; Watanabe,
Carmi et al. 1991; Dennis, Granovsky et al. 1999; Granovsky, Fata et al. 2000;
Haga, Niinaka et al. 2000; Fang, Ferrone et al. 2001; Funasaka, Haga et al. 2001;
Torimura, Ueno et al. 2001; Van Den Bruie, Califice et al. 2002; Haga, Funasaka et
al. 2003; Liang, Kim et al. 2003; Takenaka, Fukumori et al. 2004; Yu, Liao et al.
2004). Nous avons étudié la relation entre ces quatre protéines et la matrice de EN.
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2.1 L’association de l’AMF avec la matrice de fibronectine
Les travaux de notre laboratoire ont permis de caractériser que le complexe
AMF/AMF-R était endocyté selon deux voies d’endocytose distinctes, une voie
dépendante des cavéoles qui endpcytent le complexe AMF/AME-R vers le REL et
une voie dépendante des vésicules recouvertes de clathrine qui endocytent
l’AMF/AMF-R vers des MVBs, puis le recyclent vers les fibrilles de FN à la surface
des cellules (Benlimame, Le et al. 1998; Le, Benlimame et al. 2000; Le, Guay et al.
2002; Le and Nabi 2003).
2.1.1 L’endocytose de l’A1’IF/AMF-R est indispensable à son association avec la matrice
de fibronectine
Les travaux précédents effectués dans notre laboratoire nous laissaient
penser que lAME devait sans doute être endocyté par Tes vésicules recouvertes de
clathrine pour s’associer aux fibrilles de EN à la surface des cellules et que cette
association était indépendante des cavéoles. L’inhibition du recyclage des
endosomes par le traitement des cellules à 20°C inhibait l’association de l’AME avec
les fibrilles de EN alors que le traitement des cellules avec le MCD, un inhibiteur
des cavéoles, n’avait aucun effet sur cette association (Le, Benlimame et al. 2000).
Toutefois, ces démonstrations étaient indirectes et il aurait été possible que l’AME
qui s’associait aux fibrilles de EN provienne de la surface de la cellule et non du
recyclage de lAME depuis les MVBs.
L’expression des formes dominantes négatives de la clathrine, Cla-Hub, et de
la dynamine-1, la dynK44A, qui bloquent la voie d’endocytose des vésicules
recouvertes de clathrine (Altschuler, Barbas et al. 1998; Altschuler, Liu et al. 1999;
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Le, Guay et al. 2002) ont confirmé qu’à pH neutre, l’AMF devait être endocytée vers
les MVB5 pour s’associer aux fibrilles de FN et que cette association ne s’effectuait
pas directement à la surface des cellules. De plus, la coincubation des cellules NIH
3T3 en présence d’AMF et de FN a montré que l’AMF ne s’associait pas avec la FN
au niveau des CMVs pendant ses cycles de recyclage, mais que cette association
s’effectuait à la surface des cellules.
2.1.2 L’AMf s’associe spécifiquement à la fibronectine fibrillaire
L’utilisation de cellules fibroblastiques FN’, qui n’expriment pas la EN, nous a
permis d’étudier la spécificité de l’association de l’AME avec la EN plutôt qu’avec une
autre protéine de la MEC. Nous àvons observé que lAME s’associait spécifiquement
à la FN fibriHaire plutôt qu’à la EN dimérique soluble du substrat. La EN est une
protéine très importante pour l’organisation de la MEC (Hynes 1990). Il serait
intéressant d’effectuer des triples marquages de lAME et de la EN avec d’autres
protéines de la MEC comme la laminine et le collagène, pour déterminer si ces
protéines interagissent avec la EN dans les zones de contact avec lAME.
La EN dimérique cache de nombreux sites cryptiques qui sont mis à jour au
moment du dépliement du dimère induit par la liaison de la EN avec les intégrines
(Pankov and Yamada 2002; Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003). Ces
sites cryptiques sont impliqués dans l’association des dimères de EN entre eux et
aux autres constituants de la MEC (Barry and Mosher 1989; Magnusson and
Mosher 1998; Pankov and Yamada 2002).
La spécificité de la liaison de l’AMF à la EN fibrillaire par rapport à la EN
dimérique laisse imaginer que lAME pourrait se lier à certains sites cryptiques
spécifiques de la EN. Des tests de liaison effectués avec certains fragments
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protéolytiques de la EN, par exemple le domaine d’assemblage N-terminal de 70
kDa, ou les domaines lll et Ill de la FN qui ne sont accessibles qu’au moment du
dépliement du dimère de EN (Pankov and Yamada 2002; Wierzbicka-Patynowski
and Schwarzbauer 2003), pourraient répondre à cette question.
2.1.3 Est-ce que l’association du complexe AMF/AMF-R aux fibrilles de fibronectine
dépend de la fibrillogénèse?
La fibrillogénése de la EN dépend de nombreux paramètres liés à l’activité de
la cellule. Elle dépend de la liaison de la EN aux intégrines, de la tension appliquée
sur la cellule par l’activité du cytosquelette d’actine, de l’expression de la tensine, de
FAK et des syndécans (Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003). Est-ce
que les mécanismes reliés à la fibrillogénèse favorisent l’association de lAME avec
la EN?
Nous avons observé que l’ajout d’héparane sulfate n’avait pas d’effet sur
l’association de lAME avec la EN à pH neutre, donc il est possible que le syndécan
4 qui est un HSPG ne soit pas impliqué dans l’association de lAME avec la EN. Les
forces contractiles de la cellule favorisent le dépliement des dimères de FN et leur
incorporation dans les fibrilles de EN (Geiger, Bershadsky et al. 2001; Zimerman,
Volberg et al. 2004). L’utilisation de drogues qui modulent la dynamique du
cytosquelette d’actine comme le nocodazole, le taxol, ou la phalloïdine pourraient
inhiber l’ajout de nouveaux monomères de EN sans affecter les fibrilles de EN
existants. La mesure de l’association en surface de lAME permettrait de déterminer
si elle dépend de l’incorporation de nouveaux dimères de EN. L’expression de la
tensine et la EAK contrôlent la fibrillogénèse de la EN (Pankov, Cukierman et al.
2000; hic, Kovacic et al. 2004). L’expression contrôlée de la forme dominante
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négative de la tensine et l’inhibition de l’activation de la FAK avec la génistéine, qui
inhibe la phosphorylation sur les résidus tyrosines, pourraient peut-être répondre
aussi à cette question.
2.1.4 Quel est le rôle de Passociation de 1’AMF/AMF-R à la matrice de fibronectine?
La stimulation de l’AMF-R par l’AMF est associée à la stimulation de la
motilité et de la tumorigénicité des cellules. Les résultats que nous avons obtenu
avec la technique de FRET et les observations que nous avions déjà effectuées
dans notre laboratoire (Le, Benlimame et al. 2000) suggèrent que la matrice de FN
stabiliserait le complexe AMF/AMF-R à la surface des cellules après avoir été
endocyté et recyclé par les cellules. Quel est le rôle de cette association? Est-ce que
l’association de l’AMF/AMF-R aux fibrilles de FN pourrait réguler l’activation du
récepteur et son endocytose?
L’activité de beaucoup de récepteurs membranaires est inhibée par leur
endocytose et la dégradation qui en découle dans les lysosomes (von Zastrow 2001;
Holler and Dikic 2004). On serait en droit de penser que le maintient du complexe
AMF/AMF-R à la surface des cellules par les fibrilles de FN pourrait prolonger son
activation. Toutefois, le fait que cette association semble stable et qu’elle s’effectue
après l’endocytose du complexe suggère qu’elle régule peut-être sa réendocytose
par les cellules. De nombreuses études ont montré que l’activation des récepteurs
membranaires pouvait réguler leur endocytose et leur recyclage et se poursuivre
après leur endocytose depuis leurs compartiments endocytaires (Benmerah 2004;
Miaczynska, Christoforidis et al. 2004; Weible and Hendry 2004). II serait intéressant
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de déterminer si l’association du complexe AMF/AMF-R avec la matrice n’aurait pas
plutôt une fonction régulatrice négative de l’activité du récepteur.
L’étude comparative des cellules FN’ et FW’ pourrait permettre de
déterminer si l’expression de la FN régule la migration cellulaire induite par lAME.
Les cycles répétés d’endocytose et de recyclage du complexe AMF/AMF-R
serait également associés à la motilité des cellules. L’endocytose des vésicules
recouvertes de clathrine est impliquée dans la motilité cellulaire. En effet, son
inhibition par l’appauvrissement du milieu en potassium entraîne la perte de la
polarité et de la motilité des fibroblastes (Altankov and Grinnell 1993). Nous avons
observé que le complexe AMF/AME-R endocyté par la voie des vésicules
recouvertes de clathrine subit plusieurs cycles d’endocytose et de recyclage. Le
trafic vésiculaire et le recyclage de protéines seraient impliqués dans le processus
de motilité par l’apport continuel de composants moléculaires et de membranes,
indispensables à l’extension et à la stabilisation des pseudopodes des cellules
motiles (Bretscher 1996; Nabi 1999). En particulier, la formation des contacts
d’adhésion au bord avant de la cellule doit nécessiter l’apport dirigé de molécules
d’adhésion, incluant les intégrines, pour stabiliser la formation des nouveaux
pseudopodes. Les cycles répétés d’endocytose de l’AMF/AMF-R pourraient être
impliqués dans ces mécanismes. La liaison de l’AMF/AMF-R à la matrice de EN
pourrait, en régulant l’activation et le recyclage du complexe, moduler la stimulation
de la motilité des cellules par l’AMF.
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2.2 L’association de I’AMF avec la fibronectine à pH acide
Lorsque les tumeurs grossissent, elles deviennent hypoxiques et le pH
extracellulaire peut descendre de pH7 à pH5.8 (Wike-Hooley, Haveman et al. 1984;
Wike-Hooley, Van der Zee et al. 1984). Les conditions hypoxiques stabilisent la
matrice de FN et augmentent sa sécrétion par les cellules (Gaus, Demir-Weusten et
al. 2002).
Le fluide synovial constitue également un environnement acide,
particulièrement chez les patients atteints de RA (Goldie and Nachemson 1969;
Goldie and Nachemson 1970; Treuhaft and DJ 1971). Cette acidification favoriserait
la liaison de la PGI à la surface des cellules synoviales (Schaller, Burton et al. 2001;
Wipke, Wang et al. 2002) et la PGI agirait alors comme un auto-antigène qui serait
impliqué dans la RA des souris KIBxN et chez l’humain (Matsumoto, Staub et al.
1999; Schaller, Burton et al. 2001; Matsumoto, Maccioni et al. 2002).
2.2.1 L’association de 1’AMF avec la matrice est directe à pH acide
Récemment, une étude a montré que l’acidification du milieu extracellulaire
bloque l’endocytose de lAME, et favorise l’association de l’AMF avec la matrice de
FN (Amraei, Jia et al. 2003).
L’utilisation de cellules FN’ a permis de démontrer qu’à pH acide comme à
pH neutre, l’association fibrillaire de l’AMF dépendait de l’expression de la EN. Les
cellules EN’ incubées en présence d’AMF-Alexa568 à pH5 ne présentaient aucun
marquage, ni en surface, ni au niveau des endosomes. Donc l’AME s’associe
spécifiquement à la EN.
Toutefois, nous ne savons pas si à pH5, l’AMF s’associe spécifiquement à la
EN sous forme de fibrilles comme c’est le cas à pH neutre ou si, dans ces conditions
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particulières, elle peut se lier à la FN dimérique. Des tests de liaison de l’AMF sur
différents substrats: une matrice de EN remodelée par des cellules, de la EN
dimérique, de la laminine, du collagène, permettraient de déterminer si, à pH5, l’AMF
s’associe spécifiquement à la FN sous forme de fibrille, comme c’est le cas à pH
neutre, ou si elle peut s’associer à la EN dimérique. L’utilisation de la technique de
Circular Dichroism Spectroscopy, qui permet de recueillir de l’information sur la
structure secondaire des protéines en solution, a permis de démontrer que
l’acidification du milieu modifie la conformation de lAME qui devient monomérique
(Amraei, Jia et al. 2003). Ce changement de conformation modifie fortement son
affinité de liaison car elle s’associe alors à la matrice de EN sans être au préalable
endocytée par les cellules. Ces études permettraient de mieux définir l’affinité de
l’AMF en fonction du pH.
La nature de l’association de l’AMF avec la matrice de EN a été étudiée avec
la technique de FRET. Cette technique utilise le principe du transfert d’énergie entre
deux molécules fluorescentes. Nous avons effectué nos mesures sur des cellules
fixées en utilisant la FN-Alexa488 comme molécule donneuse et l’AMF-Alexa568
comme molécule acceptrice. Nos mesures ont été effectuées avec un microscope
confocal Leica TCS-SP1 équipé d’un objectif de 63X Plan Apochromat et des lasers
de longueurs d’ondes de 488 et de 568 nm. La valeur du FRET, correspondait à la
différence de l’intensité de la fluorescence de la FN-Alexa488, mesurée avant et
après la destruction par photo-bleaching de la molécule acceptrice, l’AMF-Alexa568.
L’intensité de la fluorescence a été déterminée avec le logiciel d’analyse d’image
Northern Eclipse.
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La technique de FRET permet de mesurer un transfert d’énergie entre deux
molécules espacées de moins de 10 nm, elle n’est donc en principe pas mesurable
si une protéine fait le lien entre les deux molécules d’intérêt. L’absence de mesure
de FRET, que nous avons mesuré à pH neutre, nous a montré que l’AMF n’était pas
directement liée à la FN mais que cette association se faisait sans doute via son
récepteur. Par contre, la valeur de FRET mesurée à pH acide a prouvé que dans
ces conditions, l’association entre la EN et l’AMF était directe.
2.2.2 L’étude de la dynamique d’association de 1’AMf avec la fibronectine
L’association de l’AMF avec la EN dépend du recyclage du complexe
AME/AMF-R à pH neutre alors qué cette association est directe à pH acide. Cette
association doit donc être beaucoup plus dynamique à pH neutre qu’à pH acide. La
stabilité de l’association de l’AMF avec la EN pourrait être mesurée sur des cellules
NIH-3T3 vivantes, incubées en présence d’AME-Alexa488 et de EN-A1exa568, et
observées avec un microscope confocal équipé d’une plaque chauffante. La mesure
de l’intensité de l’AME-A1exa488 associée à la FN-Alexa568 au cours du temps
permettrait de déterminer la durée de cette association dans nos conditions
expérimentales.
La dynamique de l’association de lAME à la matrice de EN pourrait être
ensuite mesurée avec la technique de FRAP: fluorescent recove,y after
photobleaching. Cette mesure de FRAP consisterait à détruire l’AMF-A1exa488
associée aux fibrilles de FN-A1exa568 par photo-bleaching et de mesurer la
réapparition de la fluorescence avec l’arrivée de nouvelles molécules dAME
Alexa48S au niveau du fibrille d’intérêt. Cette technique permettrait de quantifier le
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recyclage de l’AMF-FITC au niveau des fibrilles de EN et de mieux comprendre
comment s’effectue l’association de lAME avec la matrice de FN.
2.2.3 Qu’est-ce qui détermine l’endocytose du complexe AMF/AMf-R plutôt que son
association avec la matrice de fibronectine?
Au cours du processus d’endocytose, la lumière des endosomes devient plus
acide avec leur maturation (Mellman 1996). Le pH d’un MVB se situe entre pH5 et 6
(Mellman 1996). Il est donc possible que la conformation de lAME et/ou de lAME-R
soit modifiée par les variations de pH que ces molécules subissent au cours de leurs
cycles d’endocytose comme cela a été observé dans un milieu extracellulaire acide
avec l’AME (Amraei, Jia et al. 2003). Dans ce cas, le complexe AME/AME-R subirait
plusieurs cycles d’endocytose et de recyclage avant d’adopter une conformation
propice à son association avec la matrice de EN. Toutefois, les modifications subies
par l’AMF dans les MVBs ne semblent pas aussi drastiques que lorsque l’AMF est
directement incubé à pH5, car la nature de cette association n’est pas la même. En
effet, la mesure de ERET a montré que l’association de lAME avec la EN était
indirecte et qu’elle s’effectuait probablement via son récepteur. L’association de
lAME à lAME-R semble donc très forte et protéger l’AME des altérations possibles
de sa conformation induites par l’acidification du milieu dans les MVBs. Donc, c’est
peut-être l’AME-R qui est modifié au cours des cycles d’endocytose et pas lAME.
L’ubiquitination des récepteurs membranaires est un mécanisme important
dans la régulation de l’endocytose et dans le ciblage des récepteurs vers la voie de
recyclage ou la voie de dégradation (Haglund, Di Fiore et al. 2003; Wojcikiewicz
2004). LAME-R est un récepteur ubiquitiné (Eang, Ferrone et al. 2001; Registre,
Goetz et al. 2004). Il serait très intéressant d’étudier si lAME-R est ubiquitiné au
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moment de son endocytose par la voie dépendante des vésicules de clathrine et si
son niveau d’ubiquitination contrôle son recyclage et/ou son association avec la
matrice de EN.
2.3 L’association de I’AMF en présence d’héparane sulfate
Les HSPGs lient une grande variété de cytokines et de facteurs de
croissance dont ils régulent l’activité (Nugent and lozzo 2000; Turnbull, PowelI et al.
2001). L’HS induit la séquestration de cytokines dans la MEC et lie les sites
matricryptiques de la EN (Vlodavsky, Miao et al. 1996; Homandberg, et al. 1985)
(Homandberg, Williams et al. 1985).
Des études récentes ont montré que l’acidification du milieu extracellulaire
augmente la liaison de VEGF à la matrice de EN via sa liaison aux HSPGs (Goerges
and Nugent 2003; Goerges and Nugent 2004). Le VEGE qui est libéré, lorsque le pH
redevient normal, conserve ses propriétés cytokines sur les cellules endothéliales
(Goerges and Nugent 2004). L’augmentation de la liaison de VEGF à la MEC
démontre qu’à pH acide, la MEC pourrait servir à stocker ce facteur angiogénique,
dans des sites spécifiques qui demandent la formation de nouveaux vaisseaux.
Nous avons étudié le rôle de l’HS dans la liaison de lAME à la FN en fonction
du pH. Nous avons constaté que l’HS n’a aucun effet sur l’endocytose et sur
l’association de l’AME à la EN à pH neutre. Par contre, à pH acide, l’HS augmente
l’association de l’AME à la matrice de FN et à la surface des cellules.
2.3.1 La matrice de fibronectine sert de site de stockage de I’AMF
L’acidification du milieu extracellulaire augmente considérablement
l’association de lAME avec la matrice de EN. La EN pourrait participer directement à
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l’angiogénèse via sa liaison sensible au pH à lAME et au VEGE. On pourrait
imaginer qu’à pH acide, la matrice de FN sert de site de stockage de lAME et limite
son action cytokine et angiogénique paracrine pour pouvoir ensuite la libérer lorsque
le pH redevient normal comme c’est le cas de VEGF (Goerges and Nugent 2003;
Goerges and Nugent 2004). Cette association pourrait protéger lAME de la
dégradation comme c’est le cas pour d’autres cytokines qui se lient aux HSPGs
(Ruoslahti, Yamaguchi et al. 1992; Vlodavsky, Miao et al. 1996).
Est-ce que cette association est réversible lorsque le pH extracellulaire
revient à la normale? Est-ce que lAME libérée par la matrice de EN est toujours
active? Est-ce qu’elle retrouve sa conformation? Est-elle à nouveau capable de
stimuler la motilité et la croissance des cellules de façon autocrine et paracrine?
Nous avons déjà observé que l’AMF-A1exa568 liée à la matrice de EN à pH5
se détachait de la matrice quand le pH redevenait normal (Amraei, Jia et al. 2003). Il
serait intéressant de préincuber les cellules traitées avec l’HS en présence d’AMF
A1exa568 à pH5, puis de changer le milieu pour éliminer lAME non incorporée dans
la MEC et de réincuber les cellules à pH neutre. Si la matrice de EN protège l’AMF
de la dégradation induite par l’acidification, lAME stockée dans la matrice pourrait à
nouveau s’associer en dimère, être endocytée par les cellules par la voie
dépendante des clathrines et stimuler leur motilité. Cette expérience devrait être
faite dans les cellules EN’ et FN’ pour déterminer le rôle exacte de la matrice de
EN dans la séquestration de l’AMF.
2.3.2 L’héparane sulfate favorise l’association de l’AMF à la membrane plasmique des
cellules
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La préincubation des cellules en présence d’HS à pH acide induit la formation
d’un marquage ponctuel de l’AME à la surface des cellules. Ce marquage ne dépend
pas de l’expression de la EN car il s’observe aussi bien dans les cellules NIH-3T3
que dans les cellules EN’. De nombreuses études tendent à démontrer que la
membrane plasmique des cellules est composée de domaines qui diffèrent par la
nature de leurs phospholipides (Anderson and Jacobson 2002; Nabi and Le 2003;
Chamberlain 2004). Ces domaines, ou radeaux lipidiques, dont font partie les
cavéoles, concentrent beaucoup de protéines impliquées dans les mécanismes de
signalisation cellulaire (Morris, Cox et al. 2004). Le marquage ponctuel de l’AMF
pourrait signifier que dans ces conditions, la liaison de l’AMF à l’HS concentre lAME
au niveau de domaines membranaires particuliers.
Il existe deux grands types d’HSPG exprimés à la surface des cellules, les
syndécans qui possèdent un noyau protéique transmembranaire et des glypicans
qui sont liés à la membrane plasmique par un GPI (Bernfield, Gotte et al. 1999). Le
syndécan-4 serait impliqué dans le ciblage de EGE-2 au niveau de radeaux
lipidiques non marqués par la cavéoline (Tkachenko and Simons 2002).
Il serait intéressant de déterminer si la cavéoline et la flotiline, qui sont les
marqueurs des cavéoles, sont concentrés dans ces régions marquées par l’AMF et à
quel type de HSPG se lie lAME. L’isolation biochimique des radeaux lipidiques
permettrait de vérifier ces hypothèses. Nous n’avons pas quantifié d’augmentation
de la voie d’endocytose des vésicules recouvertes de clathrine en présence d’HS,
toutefois nous n’avons pas étudié la voie des cavéoles dans ces conditions. Il serait
intéressant de quantifier si l’ajout de HS module le recrutement et l’endocytose du
complexe AME/AMF-R par la voie des cavéoles vers le REL.
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2.3.3 Les molécules de liaison de l’AMF
Le triple marquage de l’AMF, de lAME-R et de la matrice de FN a souvent été
observé à la surface des cellules NIH-3T3 en microscopie à fluorescence et
confocale (Le, Benlimame et al. 2000). Toutefois, il est impossible de dire s’il n’existe
pas d’autres protéines impliquées dans le complexe AMF/AMF-R/FN.
L’Insulin-Iike growth factor (IGF) est un facteur important pour la croissance,
la différenciation et la prolifération des cellules (Jones and Clemmons 1995).
LnsuIin-Iike growth factor binding protein-3 (IGFBP-3) est la protéine de liaison à
lIGE, la plus abondante dans le sérum humain (De Mellow and Baxter 1988; Jones
and Clemmons 1995; Ah, Cohen et al. 2003). Elle inhibe la croissance et induit
l’apoptose des cellules (Ahi, Cohen et al. 2003). Une étude récente a montré que
l’AMF pouvait se lier à l’IGFBP-3 et que cette liaison inhibe l’activité cytokine de
l’AMF en faisant probablement compétition au niveau de la liaison avec son
récepteur, lAME-R (Mishra, Raz et al. 2004). L’IGFBP-3 est une protéine qui se lie à
la EN (Gui and Murphy 2001). L’IGEBP-3 pourrait lier directement lAME à la matrice
de EN et l’empêcher d’interagir avec son récepteur. Cette protéine pourrait donc
réguler l’activité de l’AME comme elle le fait avec lIGE (Ahi, Cohen et al. 2003).
L’IGFBP-3 possède un site de liaison à l’HS mais elle n’interagit pas
directement avec les HSPGs présents à la surface des cellules en conditions
physiologiques (Yang, Yanagishita et ah. 1996). De plus, elle augmente l’association
de h’IGF-I à la surface des cellules à pH acide (Forsten, Akers et ah. 2001). II serait
intéressant d’étudier si l’IGFBP-3 est impliqué dans l’association de lAME aux
HSPGs exprimés à la surface des cellules à pH acide.
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La fabrication d’une protéine de fusion de lAME, l’AMF-His, où I’AMF serait
associée avec un peptide de polyhistidine qui peut être isolé sur une colonne
d’affinité de nickel, pourrait augmenter l’efficacité de purification de lAME et des
protéines qui y sont associées. L’association du complexe protéique pourrait être
stabilisée avec des crosslinkers.
L’isolement biochimique des protéines associées avec l’AMF par co
immunoprécipitation ou sur colonne d’affinité pourrait permettre de vérifier si à pH
neutre l’association de l’AMF avec la EN s’effectue vraiment via son récepteur, si
l’IGEBP-3 lie lAME à la matrice de EN ou si les quatre protéines se regroupent dans
un même complexe protéique. De plus, cette étude permettrait d’isoler et d’identifier
l’HSPG qui se lie à lAME et de vérifier si l’association de l’AME avec la EN est
vraiment directe à pH acide.
L’étude des différentes molécules de liaison de lAME pourrait permettre de
mettre en évidence des modes de régulation de l’activité cytokine de lAME.
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3 LE REMODELAGE DE LA MATRICE DE FIBRONECTINE PAR
MGAT5 ET LA GALECTINE-3
L’expression de Mgat5 et de la galectine-3 est impliquée dans la régulation
de l’adhésion et de la motilité des cellules et dans la progression tumorale
(Fernandes, Sagman et al. 1991; Dennis, Granovsky et al. 1999; Granovsky, Fata et
al. 2000; Nangia-Makker, Honjo et al. 2000; Takenaka, Fukumori et al. 2004). Les
cellules tumorales épithéliales mammaires exprimant ou non le gène Mgat5 que
nous avons utilisées dans notre étude, ont été obtenues à partir du croisement des
souris Mgat5” et Mgat5 avec des souris transgéniques exprimant le virus PyMT.
Le phénotype a été rétabli dans les cellules Mgat5 rescue en infectant les cellules
PyMT Mgat5’ avec un rétrovirus codant pour le gène Mgat5.
L’étude de ces trois lignées cellulaires nous a permis de démontrer que
l’expression de Mgat5 et de la galectine-3 était impliquée dans l’expression et le
remodelage de la matrice de EN et la régulation de la motilité cellulaire, d’une
manière dépendante de l’activité de la Pl3-K.
L’absence de fibrillogénèse de la EN observée chez les cellules Mgat5’ et les
résultats obtenus après le traitement des cellules Mgat5 de type sauvage et Mgat5
rescue avec la swainsonnine et le f3-lactose, ont mis en évidence que la galectine-3
stimulait le remaniement de la matrice de EN via la liaison de son domaine CRD aux
groupements polylactosamines d’une ou de plusieurs protéines cibles à la surface
des cellules.
3.1 Quelles sont les protéines cibles de la qalectine-3?
La Galectine-3 se lie au motif Galpl,4GlcNAct3l,3 contenu dans les
branchements poly-N-acetyllactosamine qui sont ajoutés à la surface des protéines
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(Hirabayashi, Hashidate et aI. 2002). Mgat5 est une enzyme clé de la maturation des
N-glycans qui permet l’élongation de ces groupements (Yousefi, Higgins et aI. 1991).
Les récentes études sur la fibrillogénèse de la FN ont montré que I’intégrine
a5131 et le syndécan-4 étaient deux récepteurs membranaires très importants pour la
fibrillogénèse de la EN (Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003). Il est donc
possible que la galectine-3 se lie à l’une ou l’autre de ces protéines pour stimuler le
remodelage de la matrice de EN.
3.1.1 Est-ce que la galectine-3 se lie à l’intégrine 131?
Nous avons regardé si l’intégrine 131 et la EN pouvaient être les cibles de la
galectine-3. L’intégrine 131 et la EN ont été immunoprécipitées avec des anticorps
spécifiques dirigés contre ces protéines et avec la lectine leukoagglutinine liée à des
billes d’agarose, la LPHA-agarose, qui est une lectine de plante qui lie
spécifiquement les groupements polylactosamines ajoutés par l’activité enzymatique
du produit du gène Mgat5. Ces études ont montré que ces deux protéines portaient
des groupements polylactosamines lorsqu’elles étaient exprimées par les cellules
Mgat5 de type sauvage et Mgat5 rescue. Le syndécan-4 porte deux sites possibles
de N-glycosylation (Mali, Jaakkola et al. 1990; Baciu, Acaster et al. 1994). Il serait
intéressant d’effectuer la même étude avec le syndécan-4.
Une analyse par western blot a montré que la EN commerciale que nous
avons utilisée pour préparer les substrats de EN ne portait pas de groupement
polylactosamine. Nous avions au préalable déterminé qu’en absence de sérum les
cellules Mgat5 de type sauvage et Mgat5 rescue n’exprimaient pas la EN à leur
surface. Il est fort possible que l’expression des groupements polylactosamines de la
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FN ne soit pas un élément critique pour le remaniement de la matrice de la EN
induite par la galectine-3. Toutefois, il serait intéressant de vérifier si le substrat de
EN ne pourrait pas stimuler l’expression et la sécrétion de la EN endogène par les
cellules de type sauvage. D’autant plus que la galectine-3 stimule la migration des
cellules uniquement lorsque les cellules sont ensemencées sur un substrat de EN et
qu’aucune stimulation n’est mesurée lorsque les cellules sont ensemencées
directement sur le plastique. Cette EN nouvellement synthétisée, et exprimant des
groupements polylactosamine, pourrait alors interagir avec la galectine-3.
Les galectines peuvent se lier directement aux intégrines (Ochieng, Leite
Browning et al. 1998; Hadari, Arbel-Goren et al. 2000) et les intégrines doivent être
dans une conformation activable pour lier les molécules de la MEC (Calderwood
2004). Une étude récente suggère que l’intégrine Œ531 liée à la EN au niveau des
fibrilles d’adhésion adopterait une conformation particulière différente de celle
adoptée au niveau des contacts focaux et que la stabilisation de cette conformation
favoriserait la fibrillogenèse de la EN (Clark, Pankov et al. 2005). La liaison des
galectines au niveau du domaine extracellulaire de l’intégrine pourrait stabiliser les
intégrines dans une conformation active particulière comme elle le fait avec le TCR
des cellules T du système immunitaire (Demetriou, Granovsky et al. 2001). Le
maintien de cette conformation favoriserait la migration cellulaire et le remodelage
de la matrice de EN.
L’étude de l’expression de l’intégrines 131 en immunofluorescence a montré
que l’intégrine 131 n’était pas concentrée au niveau des contacts focaux des cellules
Mgat5 (voir figure supplémentaire). Nous avons donc analysé la localisation de
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l’intégrine-f31 dans les cellules Mgat5 de type sauvage ensemencées sur un substrat
de FN. Nous avons constaté que I’intégrine J31 était localisée au niveau des contacts
focaux d’adhésion marqués avec la paxilline et la vinculine et que le traitement des
cellules avec la swainsonnine et le f3-lactose, qui inhibaient le remodelage de la
matrice de FN, n’avait aucun effet mesurable sur la localisation des intégrines. La
liaison de la galectine-3 au niveau des groupements polylactosamines ne semble
donc pas nécessaire pour le recrutement de l’intégrine-31 au niveau des contacts
focaux.
Nous n’avons peut-être pas utilisé la meilleure technique pour déterminer si la
galectine-3 module l’activité et/ou le recrutement des intégrines au niveau des
contacts focaux. L’utilisation d’anticorps dirigés contre la forme activée de l’intégrine
Œ51 dont l’expression pourrait être analysée avec la technique de FACs (FIow
cytometry assays) pourrait permettre de déterminer si la galectine-3 stabilise ou
module l’activation de intégrine Œ5f31. Les mesures du remaniement de la matrice de
EN pourraient également être effectuées en présence d’EDTA (un chélateur de
cations bivalents indispensables à l’activité des intégrines) et d’anticorps activateurs
ou inhibiteurs de l’activité des intégrines pour déterminer si la modulation de l’activité
des intégrines affecte le remodelage de la matrice de EN induite par la galectine-3.
3.1.2 Autres protéines cibles possibles pour la galectine-3
Il existe de nombreuses protéines qui expriment le motif Galr3l,4GIcNAcI31,3
auxquelles pourrait venir se lier la galectine-3. La galectine-3 se lie à la molécule de
surface CD98 (Dong and Hughes 1997) impliquée dans le regroupement des
intégrines à la surface des cellules (Fenczik, Sethi et al. 1997). De plus, une étude
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récente a montré que la galectine-3 pouvait se lier et réguler l’activité de EGF-R et
Tf3RII (Partridge, Le Roy et al. 2004). Or, il existe une coopérativité croisée entre les
voies de signalisation des intégrines et des récepteurs des facteurs de croissance
(Schwartz, Schaller et al. 1995; Schwartz and Ginsberg 2002). L’augmentation de
l’expression en surface des intégrines induite par l’activation de CD98 et l’activation
de certains récepteurs de facteur de croissance pourraient également favoriser le
remodelage de la matrice de EN.
3.2 Quel est le rôle du RGD?
Le RGD est un peptide qui fait compétition avec la liaison de la plupart des
intégrines au niveau de la FN (Ruoslahti and Pierschbacher 1987) et qui induit
l’adhésion des cellules quand il est immobilisé sur un substrat (Hersel, Dahmen et al.
2003). Nous avons observé que le traitement des cellules Mgat5 de type sauvage
avec le RGD inhibait la motilité et le remaniement de la matrice de FN. Toutefois,
lorsque nous avons coincubé les cellules en présence à la fois de galectine-3 et de
RGD (galectine-3/RGD) nous n’avons pas observé d’inhibition de la motilité et du
remaniement de la matrice induite par la galectine-3, nous avons même plutôt
observé une augmentation du remaniement de la matrice de EN. L’ambiguïté de la
relation entre les galectines et le peptide RGD avait déjà été observée avec la
galectine-8 (Levy, Arbel-Goren et al. 2001). Nous avons proposé que la galectine-3
pourrait stabiliser l’intégrine dans une conformation activée, Il est possible que
l’action combinée du peptide RGD sur la liaison des intégrines à la MEC et la
stabilisation d’une certaine conformation de l’intégrine par la galectine-3 permette à
l’intégrine d’obtenir une conformation optimale pour son action sur la matrice de EN.
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Toutefois nous n’avons pas observé d’augmentation de la motilité des cellules par
l’ajout de gal/RGD comparé à l’effet de gal seul. Donc il est fort possible que l’effet
de la galectine-3 sur le remaniement de la matrice et la motilité des cellules soit
indépendant du RGD.
Le rapport entre l’adhésion et la motilité des cellules suit une courbe en
cloche (Holly, Larson et al. 2000). L’augmentation du remaniement de la matrice de
EN pourrait aussi être le résultat de l’équilibre entre l’activation des intégrines induite
par la galectine-3 et leur inhibition par le peptide RGD.
L’activation des intégrines par la FN et la fibrillogénèse de la matrice de FN
peuvent avoir lieu de façon indépendante du RGD (Sechler, Cumiskey et al. 2000;
Sottile, Hocking et al. 2000). L’intégrine a4F31 stimule le remaniement de la matrice
de EN de façon indépendante du RGD (Sechler, Cumiskey et al. 2000). Il serait
intéressant d’étudier son expression dans les cellules PyMT Mgat5 et de déterminer
si cette intégrine pourrait être la cible de la galectine-3.
La co-immunoprécipitation de la galectine-3 et de l’intégrine 131 pourrait
confirmer si les deux protéines interagissent ensemble et si l’ajout de RGD module
cette interaction. L’étude de la fraction des protéines de surface isolées avec le
LPHA-agarose sur un gel à deux dimensions permettrait d’identifier d’autres
protéines cibles possibles de la galectine-3 qui pourraient être impliquées dans le
remaniement de la matrice de EN.
3.3 La qalectine-3 stimule la motilité cellulaire et le remodelage de la
matrice de FN via l’activation de la Pl3-K
La motilité et le remaniement de la matrice de EN sont deux mécanismes liés.
D’une part, les cellules remaniement le substrat de EN au cours de leurs
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déplacements et d’autre part, la matrice organisée de FN favorise la motilité des
cellules. La FAK est une tyrosine kinase qui joue un rôle important dans l’adhésion
et la migration cellulaire (Schlaepfer and Hunter 1998). Une étude récente a montré
que la FAK est une protéine clé de la fibrillogénèse de la EN (hic, Kovacic et al.
2004). Le recrutement des intégrines au niveau des contacts focaux d’adhésion
induit l’autophosphorylation de la EAK sur son résidu tyr-397 (Schaller, Borgman et
al. 1992; Schaller and Parsons 1994). La phosphorylation de la tyr-397 va permettre
la liaison et l’activation d’effecteurs liés à la migration cellulaire comme pl30cas et
Pl3-K (Chen and Guan 1994; Chen, Appeddu et al. 1996). L’activation de la P13-K
pourra ensuite mener à la stimulation des petites GTPase de la famille Rho liées au
réarrangement du cytosquelette d’actine (Shaw, Rabinovitz et al. 1997; Krugmann,
Williams et al. 2004; Saci and Carpenter 2005; Leevers, Vanhaesebroeck et al.
1999). La P13-K est également impliquée dans l’activation de la sérine/thréonine
kinase Akt/PKB (King, Mattaliano et al. 1997; Keely et al. 1997; Sonoda, Matsumoto
et al. 2000; Keely, Westwick et al. 1997). L’activation de Akt/PKB est généralement
liée à la régulation de l’apoptose et à la prolifération cellulaire (Downward 2004). Son
rôle dans la migration a toutefois été observé via l’activation de ILK et de certains
facteurs de croissance (Morales-Ruiz, Fulton et al. 2000; Higuchi, Masuyama et al.
2001; Qian, Zhong et al. 2005).
L’inhibition de la migration et du remaniement de la matrice de EN par le
traitement des cellules avec LY294002 montre l’importance de la P13-K dans la voie
de stimulation de la galectine-3. La perte de la voie de la Pl3-K avait déjà été
observée dans les cellules Mgat5’ (Granovsky, Fata et al. 2000). Celle implication
pourrait être confirmée par l’utilitation d’un autre inhibiteur comme la wortmanine ou
par l’expression de protéines recombinantes dominantes négative de la Pl3-K.
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Nous avons observé que le traitement des cellules Mgat5 de type sauvage
avec la galectine-3 induit la phosphorylation de la FAK sur la tyr-397 mais que cette
stimulation n’est pas inhibée par LY294002. Ce résultat suggère que la FAK est
activé via l’intéraction de la galectine-3 avec les intégrines de façon indépendante de
la P13-K à moins que la P13-K ne soit un effecteur de la FAK. L’ajout de RGD n’a
aucun effet sur la stimulation de la FAK par la galectine-3 ce qui appuie le
raisonnement selon lequel ce mécanisme serait indépendant du RGD.
La phosphorylation de Akt sur la sérine 473 est essentiellement stimuler par
la galectine-3/RGD et inhiber par la P13-K. L’activation de la voie P13-K/AktIPKB
semble donc être indépendante la voie de stimulation de la FAK. La galectine-3 peut
se lier à différents substrats à la surface des cellules, elle se lie aux intégrines mais
aussi à différents récepteurs membranaires (Ochieng, Leite-Browning et al. 1998;
Hadari, Arbel-Goren et al. 2000; Demetriou, Granovsky et al. 2001; Partridge, Le
Roy et al. 2004). Les donnés que nous observons pourraient être le résultat de
différentes voies de signalisation croisées. Toutefois, le rôle exact de la FAK et de
Akt dans les voies de stimulation de la galectine-3 reste encore à être étudié et
confirmé.
La galectine-8 est une protéine qui lie les intégrines et qui module l’adhésion
des cellules via l’activation de la FAK et de la paxilline (Levy, Arbel-Goren et al.
2001; Zick, Eisenstein et al. 2004). Les auteurs ont suggéré que l’effet régulateur de
l’adhésion de la galectine-8 s’effectuait via sa liaison aux intégrines même si elle est
indépendante du traitement des cellules avec le RGD (Zick, Eisenstein et al. 2004).
Il est donc probable que la galectine-3 agisse comme la galectine-8 via l’activation
des intégrines mais le mécanisme exact reste à être déterminé.
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3.4 La fibrillogénèse de la FN versus le remodelage de la matrice de la
FN.
La fibrillogénèse de la FN semble essentiellement être le résultat de la
formation et de la dynamique des structures d’adhésion à la surface des cellules,
dépendre du sérum et de l’adhésion cellulaire plus que de la migration (Zhang,
Checovich et al. 1994; Wu, Keivens et al. 1995; Zhang, Magnusson et al. 1997;
Zhong, Chrzanowska-Wodnicka et al. 1998; Pankov, Cukierman et al. 2000; Zamir
and Geiger 2001; Wierzbicka-Patynowski and Schwarzbauer 2003). A l’inverse, le
remodelage de la matrice de EN semble découler plutôt de l’équilibre entre la
dégradation de la matrice et la migration cellulaire qui est elle-même favorisée par
l’organisation de la matrice (Hynes 1999; Ohashi, Kiehart et al. 1999). lI est certain
que les deux mécanismes nécessitent l’interaction des cellules avec la MEC via les
intégrines et peut-être d’autres récepteurs membranaires comme les syndécans,
mais les voies de signalisation impliquées sont peut-être plus différentes que l’on
pense.
Nous avons étudié la fibrillogénèse de la EN dans les cellules NIH-3T3 et
nous avons observé que le traitement des cellules avec l’AMF et l’endocytose du
complexe AME/AME-R n’avaient pas d’effet sur la fibrillogénèse des cellules NIH
3T3. L’inhibition des voies d’endocytose par les formes dominantes négatives de la
dynamine et de la clathrine n’affectait pas, non plus, la formation des fibrilles de FN
à la surface des cellules.
Le laboratoire du Dr Silletti a étudié les effets de l’AMF sur le remaniement de
la matrice de EN (Silletti, Paku et al. 1998; Silletti, Paku et al. 1998). Pour leur étude,
ils avaient utilisé deux lignées de cellules de mélanome murin plus ou moins
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malignes, les cellules K1735 Mi (très métastasiques) et les cellules Clii (beaucoup
moins métastasiques). Il avaient observé que l’AMF activait la dégradation de la
matrice de EN chez les cellules les plus métastasiques et le remodelage de la
matrice de FN dans les cellules Clii. Cette stimulation était spécifique de la FN et
n’avait pas lieu sur un substrat de collagène ou de laminine. L’AMF semble donc
stimuler le remodelage de la matrice sans agir sur la fibrillogénèse de la FN elle-
même. Le même paradoxe a été observé dans le cas de la galectine-3.
L’étude des cellules épithéliales mammaires PyMT Mgat5 a montré que la
liaison de la galectine-3 aux branchements polylactosamines des protéines
exprimées à la surface des cellules stimule le remodelage de la matrice de FN via la
stimulation de la motilité, de la FAK et de la P13-K dans des conditions de privation
de sérum, qui inhibent la fibrillogénèse de la FN.
Les tumeurs constituent un environnement hypoxique et acide dépourvu en
sérum (Wike-Hooley, Haveman et al. 1984; Wike-Hooley, Van der Zee et al. 1984).
La migration et le remodelage de la MEC sont des éléments clés dans la mètastasie
(Meredith, Fazeli et al. 1993; Stetler-Stevenson, Liotta et al. 1993; Akiyama, Olden
et al. 1995; MacDougall and Matrisian 1995; Price, Bonovich et al. 1997; Voura,
Sandig et al. 1998).
L’hypoxie et l’acidification du milieu favorisent l’expression de lAME et sa
liaison à la matrice de FN (Yoon, Buchler et al. 2001). De plus, la surexpression de
lAME est associée avec l’activation de la motilité et de la voie AktIPKB qui protège
les cellules privées de sérum de l’apoptose (Tsutsumi, Hogan et al. 2003).
La galectine-3 et l’AMF sont deux facteurs importants dans la progression
tumorale qui sont impliqués, entre autre, dans la stimulation de la motilité cellulaire,
la métastasie, l’angiogénèse et l’apoptose (Hirono, Fushida et al. 1996; Nangia
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Makker, Honjo et ai. 2000; Torimura, Ueno et ai. 2001; Yoon, Buchier et ai. 2001;
Van Den Bruie, Caiifice et ai. 2002; Haga, Funasaka et ai. 2003; Tsutsumi, Hogan et
ai. 2003; Takenaka, Fukumori et ai. 2004). L’interaction des ceiiuies à ia MEC est
égaiement impiiquée dans ces mécanismes (Akiyama, Qiden et ai. 1995).
Les voies de signaiisation reiiées aux structures d’adhésion ont été très
étudiées dans ies ceiiuies en cuiture (Periiio, Marcus et ai. 1998; Zamir, Katz et ai.
1999; Geiger and Bershadsky 2001; Geiger, Bershadsky et ai. 2001; Zamir and
Geiger 2001). Des études récentes effectuées sur des ceiluies cuitivées dans des
matrices en trois dimensions ont révéié, que dans des conditions qui se rapprochent
du vivant, ia formation et ies modes d’activation des structures d’adhésion étaient un
peu différents (Cukierman, Pankov et ai. 2001; Cukierman, Pankov et ai. 2002).
ii serait intéressant d’étudier ie rôie de i’AMF et de la gaiectine-3 dans ie
remodeiage de ia matrice de EN par des ceiiuies tumoraies cuitivées en trois
dimensions dans des conditions acides et faibies en sérum et de regarder tout
particuiièrement i’activation de la Pi3-K. Cette étude permettrait de mieux
comprendre ie rôie de lAME et de ia gaiectine-3 dans ies étapes précoces du
processus métastasique, iorsque ies ceiiuies tumoraies migrent à travers ia MEC et
quittent ia tumeur primaire.
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CONCLUSION
L’AMF/PGI et la galectine-3 sont deux protéines fortement exprimées par les
cellules tumorales (Liotta, Mandler et al. 1986; Watanabe, Takehana et al. 1996;
Takenaka, Fukumori et al. 2004) et sécrétées par une voie non classique de
sécrétion (Sato, Burdett et al. 1993; Niinaka, Paku et al. 1998). Bien que la voie de
sécrétion de la galectine-3 soit maintenant assez bien comprise, celle de l’AMF/PGI
soulève toujours beaucoup d’interrogation. L’étude de la surexpression d’une
protéine de fusion de l’AMF/PGI, l’AMF/PGI-HA, a permis de déterminer que le
niveau de sécrétion de l’AMF/PGI-HA était assez faible par rapport à l’expression
totale de l’AMF/PGI ce qui suggère que ce mécanisme est fortement régulé par les
cellules. La sécrétion de l’AMF/PGI est un mécanisme important car il permet à
l’AMF/PGI d’acquérir ses propriétés de cytokine, d’où l’intérêt de poursuivre les
études dans ce domaine.
L’augmentation de la glycolyse est associée à la progression tumorale
(Mathupala, Rempel et al. 1997; Gatenby and Gillies 2004; Zu and Guppy 2004).
L’AMF/PGI, la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la lactate déshydrogénase
sont surexprimées par les cellules tumorales et fortement exprimées dans le sérum
de patients atteints du cancer (Bodansky 1954; Nagy and Macleod 1979; Szeinfeld
1989; Baumann, Kappel et al. 1990; Guirguis, Javadpour et al. 1990; Dimopoulos,
Barlogie et al. 1991 ; Jurisic, Konjevic et al. 2004). L’étude de l’expression de
l’AMF/PGI-HA a montré que cette activité glycolytique favorisait la formation des
pseudopodes et des lamellipodes des cellules motiles. Ce résultat confirme le rôle
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de l’augmentation du métabolisme dans la motilité et l’invasion des cellules
tumorales (Gatenby and Gillies 2004).
Contrairement aux collagènes ou aux protéoglycans qui se polymérisent
spontanément en solution, la matrice de EN est entièrement générée par l’activité
des cellules (Hynes 1999; Ohashi, Kiehart et al. 1999). Cette matrice très élastique
joue un rôle important dans la motilité et la survie des cellules tumorales (Ohashi,
Kiehart et al. 1999).
Nous avons observé que l’association de l’AME/PGI aux fibrilles de EN ne
jouait aucun rôle dans la fibrillogénèse de la EN et que les fibrilles de EN
maintenaient l’AME/PGI et son récepteur à la surface des cellules, ce qui suggère
que les fibrilles d’adhésion de FN qui se forment à la surface des cellules pourraient
peut-être jouer un rôle dans la régulation de l’activité de l’AME/AME-R.
De plus, nous avons démontré que la galectine-3, dont le rôle à la fois
activateur et l’inhibiteur de l’adhésion et de la motilité des cellules tumorales n’est
pas encore vraiment compris (Van Den Bruie, Califice et al. 2002), était impliquée
dans le remodelage de la matrice de FN. L’expression de la EN varie entre les
cellules tumorales, certaines cellules ont perdu l’expression de la EN alors que
d’autres cellules la surexpriment (Mautner and Hynes 1977; Akamatsu, Ichihara
Tanaka et al. 1996; Taverna, Ullman-Cuilere et al. 1998; Wu, Keightley et al. 1998).
Ces résultats pourront peut-être expliquer ambivalence de la fonction des gaiectines
dans l’adhésion et la motilité des cellules tumorales.
La MEC et les HSPGs exprimés dans la MEC et à la surface des cellules
concentrent et régulent l’activité de nombreux facteurs de croissance et
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angiogéniques (Vlodavsky, Bar-Shavit et al. 1991; Vlodavsky, Miao et al. 1996;
Bernfleld, Gotte et al. 1999; Elkin, han et al. 2001; Kramer and Yost 2003). Des
études récentes ont montré que l’AMF/PGI possédait des propriétés paracrines
angiogéniques (Funasaka, Haga et al. 2001). L’observation de la séquestration de
l’AMF/PGI, dépendante de l’acidification du pH, au niveau de la matrice de FN et des
HSPGs exprimés à la surface des cellules appuie l’importance de l’AMF/PGI dans
l’angiogenèse.
Notre étude a montré que l’AMF/PGI et la galectine-3 interagissent avec la
EN de deux façons différentes. L’AMF/PGI s’associe avec son récepteur à la matrice
de EN alors que la galectine-3 régule la formation de fibrilles de EN dans la MEC.
Ces travaux ont mis en évidence l’importance et la complexité du rôle de l’interaction




La mise en évidence du rôle de la galectine-3 dans le remaniement de la
matrice de EN démontre une nouvelle fonction très intéressante pour cette lectine
dans la migration des cellules tumorales. Cette fonction pourrait peut-être expliquer
le rôle parfois activateur ou inhibiteur de la galectine-3 dans l’adhésion et la motilité
des cellules tumorales. Toutefois, cette étude n’en est qu’à son début, les protéines
cibles auxquelles se lie la galectine-3, pour favoriser le remodelage de la matrice de
FN, et les mécanismes moléculaires impliqués restent encore à être déterminés.
L’association de l’AMF/AMF-R aux fibrilles de EN à la surface des cellules et
de l’AMF à la matrice de EN et aux HSPGs, à pH acide, suggère l’importance du rôle
de la matrice de EN dans la régulation de la fonction de l’AME/PGI et de lAME-R. Il
serait très intéressant de déterminer si lAME-R associé à la matrice de EN avec son
ligand est effectivement maintenu dans un état activé et quel est le tôle exact de
cette liaison.
Il serait également intéressant de déterminer si, in vivo, la matrice de FN sert
de site de stockage et de séquestration pour lAME et si ce mécanisme est impliqué
dans les propriétés angiogéniques de l’AME/PGI. Les travaux sur les fonctions
angiogéniques de l’AME/PGI pourraient également être effectués dans des
conditions d’acidité et d’hypoxie qui seraient plus proche d’un environnement
tumoral.
Ce travail a permis de mettre en évidence que même si cette protéine a été très
étudié depuis presque 30 ans tout n’est pas encore connue sur ta FN d’où l’importance de
poursuivre les études du rôle de la MECde fN dans la métastasie.
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